MICROSCOPIA 

Organo addetto al senso della vista; OCCHI: Una lente (cornea, 1) proietta un'immagine ottica sulla retina (2). La luminosità incidente viene regolata dal diametro variabile di un'iride (3). La nitidezza dell'immagine viene prodotta dalla flessibilità del cristallino, la cui lunghezza focale viene variata dai muscoli, in modo da rendere possibile la "focalizzazione" di ogni oggetto ad una distanza compresa tra 20 cm circa fino all'infinito. L'immagine viene rilevata sulla retina da circa 130 milioni di fotoricettori – bastoncelli (visione dei livelli di grigio) – e 7 milioni di coni (visione cromatica), convertita in segnali elettrici e trasferita per la via più breve al cervello tramite il nervo ottico (4).

Gli occhi umani hanno un angolo di visione di 30°, più lontano è il campione più i dettagli sono difficili da distinguere. Questo però avviene anche a distanza ravvicinata, l’angolo visivo si riduce troppo e i dettagli sono indistinguibili min circa 25 cm.

L’utilizzo di una lente di ingrandimento posta tra l’oggetto e l’occhio può ingrandire il campione di 8 o 10 volte ma per oggetti molto più piccoli bisogna ingrandirli anche di 1000 o più volte per tanto dobbiamo usare i microscopi composti in cui le lenti di sommano 10x10x10. . L'effetto d´ingrandimento viene così moltiplicato ed è possibile raggiungere fino a 2000 ingrandimenti. Il microscopio classico ingrandisce in due step: l'obiettivo produce un'immagine ingrandita dell'oggetto nel cosiddetto piano dell'immagine intermedia, mentre l'oculare ingrandisce l'immagine intermedia allo stesso modo di una lente d'ingrandimento. Quindi l’ingrandimento totale risulta essere: ingrad. Obiettivo X ingrand. Oculare. 

OTTICHE ICS ( infinity color-corrected system)
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La luce e messa dalla sorgente viene condensata sul piano su cui è poggiato il campione (1) grazie al condensatore. La luce trasmessa dal campione viene rilevata dall’obiettivo (2) e proiettata dal prima all’infinito , per questo motivo i raggi di luce generati da un punto dell'oggetto viaggiano parallelamente dietro l'obiettivo. La lente del tubo (3) funziona ora in modo simile ad una fotocamera e produce un'immagine intermedia (4) ingrandita, che viene raccolta dall'oculare (5) ed inviata all'occhio (6). L'angolo visivo risultante δ1 è ora molto più grande di δ2 nel caso B, dove l'oggetto è visto direttamente da una distanza di circa 25 cm.

Questo microscopio con "ottiche corrette all'infinito" rappresenta un'innovazione: una lente posta nel tubo serve da supporto all'obiettivo. L'obiettivo proietta un'immagine ad una distanza "infinita“ e la lente del tubo, con una lunghezza focale di 164,5 mm, focalizza questi raggi paralleli formando l'immagine intermedia.

L'oculare serve come lente d'ingrandimento, affinchè la piccola immagine intermedia appaia all'occhio maggiormente ingrandita.

La luce incidente sul campione viene deviata dalla direzione originaria (diffratta) dall’oggetto. Quanto più piccoli sono gli oggetti, tanto è maggiore la deviazione. Per ottenere immagini nitide di piccole strutture lì obiettivo deve raccogliere il più possibile la luce diffratta. Ciò funziona particolarmente bene se l'obiettivo copre un ampio angolo solido. Il termine "apertura" descrive molto chiaramente questa proprietà.
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Per poter paragonare tra loro due obiettivi è stata definita l'Apertura Numerica, che rappresenta la misura dell'angolo solido coperto da un obiettivo.
La definizione è la seguente:
Numerical Aperture = N.A. = n · sin α
α è il semiangolo d' apertura dell' obiettivo
n è l' indice di rifrazione del mezzo d' immersione utilizzato tra obiettivo ed oggetto.
(n = 1 per l' aria; n = 1,51 per olio o vetro) 
più sarà grande il numero di apertura più l’obiettivo riuscirà a catturare la luce difratta. Ad esempio nei microscopi a fluorescenza è molto importante avere un obiettivo a grande apertura numerica.
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Un modo per aumentare il potere di risoluzione ottica è quello di formare un grande angolo con il cono di raggi anche dalla parte dell'illuminazione. Ciò consente all'obiettivo di raccogliere perfino i raggi di luce che presentano una diffrazione molto pronunciata. Tali raggi fortemente deviati provengono da strutture molto piccole. Per l'illuminazione del preparato viene impiegato un condensatore (4) avente la stessa apertura numerica dell'obiettivo
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Un'altra possibilità è quella di utilizzare liquidi di immersione (6) tra la lente frontale dell'obiettivo (3) ed il vetrino coprioggetto (5). Buoni risultati sono stati ottenuti con un determinato olio avente un indice di rifrazione di n = 1,51, esattamente armonizzato con l'indice di rifrazione del vetro. In questo modo vengono eliminati tutti i riflessi nel percorso dall'oggetto all'obiettivo. Senza questo accorgimento, in caso di angoli molto grandi la riflessine causerebbe continue perdite di luce nel vetrino coprioggetto o sulla lente frontale dell'obiettivo (metà di sinistra della figura). L'apertura utile dell'obiettivo ed il potere di risoluzione verrebbero così ridotti da questa riflessione

I principali parametri che caratterizzano un microscopio sono il potere d’ ingrandimento e il potere di risoluzione. Il primo è definito come il rapporto tra la dimensione dell’immagine ingrandita e quella dell’oggetto osservato. Il secondo è il reciproco della distanza minima tra due punti del campione che lo strumento è in grado di far apparire come distinti; tale distanza, secondo la formula empirica di Ernst Abbe, è data dal prodotto di una costante opportuna per la lunghezza d’onda della radiazione utilizzata. Quindi, per avere una risoluzione migliore, è necessario impiegare radiazione con lunghezza d’onda piccola.
In realtà, esiste un limite intrinseco al potere di risoluzione di un microscopio. Tale limite è posto dal fenomeno della diffrazione, che rende impossibile percepire distintamente un oggetto di dimensioni paragonabili a quelle della lunghezza d’onda della radiazione impiegata.
Un punto nell'oggetto – ad esempio un piccolo foro in un foglio metallico (1) – non viene riprodotto dall'obiettivo e dalla lente posta nel tubo (2) come un circolo nitido e brillante, bensì come una macchia leggermente sfocata, circondata da anelli di diffrazione (3). Questo fenomeno viene definito "Dischi di Airy", dal nome del loro scopritore.

Gli anelli di diffrazione sono prodotti dalla funzione limitante dell'apertura dell'obiettivo: l'obiettivo agisce come un "buco", dietro al quale si trovano gli anelli di diffrazione. Quanto maggiore è l'apertura dell'obiettivo (NA Obi.) e del condensatore (NA Cond.), tanto minore sarà d0. Anche una breve lunghezza d'onda è di vantaggio per il potere di risoluzione.

d0 =  1.22 λ / NAobj + NACond

d0 =  λ / 2NA

λ = lunghezza d’onda della luce ,es. 550 nm (verde)

L'apertura numerica degli obiettivi aumenta fino a circa 40 ingrandimenti. Ad esempio, gli obiettivi Plan-Neofluar con ingrandimenti di 5x, 10x e 20x hanno aperture numeriche di 0,15, 0,30 e 0,50. Il limite teorico in aria è un'apertura numerica di 1,0. Ciò corrisponderebbe ad un intero angolo d'apertura di 180° (2α) dell'obiettivo. In pratica, è possibile realizzare un'apertura numerica di 0,95, che corrisponde ad un angolo (2α) di oltre 140°. Aperture molto grandi con bassi ingrandimenti sono difficili da ottenere a causa dei grandi campi-oggetto e dei diametri delle lenti. 

Cosa significa "ingrandimento utile"?
"Molto aiuta molto" – questo modo di dire, non è valido ai fini della scelta dell'ingrandimento "utile". Intendiamo dire che non si deve tentare di aumentare l'ingrandimento complessivo del microscopio con l'uso di forti oculari (ad es. 16x) o con altri "amplificatori" ottici, se l'obiettivo con piccola apertura numerica non fornisce sufficienti punti-immagine (pixel). D'altro canto, verranno a mancare i fini dettagli se userete un obiettivo (ad es. il Planapochromat 10x), che proietta i minimi dettagli sul piano intermedio, insieme ad un oculare dotato di basso ingrandimento. 

Vale infatti la seguente regola:

L'ingrandimento complessivo di un microscopio deve essere maggiore di 500 volte, ma minore di 1000 volte rispetto all'apertura numerica. In questo range si trova l'ingrandimento utile. 

L'obiettivo ed il preparato sono puliti?
L'impronta digitale sulla lente frontale di un obiettivo non per immersione può pregiudicare la nitida riproduzione di un preparato, poichè essa genera luce diffusa. Lo stesso vale per gli obiettivi ad immersione con resti di resina o di emulsioni (ad es. olio con acqua). In questi ultimi è necessaria una scrupolosa pulizia con panno morbido ed alcol puro.


I vetrini di copertura hanno lo spessore giusto?
Con obiettivi a grande apertura utilizzati senza olio d’immersione è molto importante utilizzare vetrini con uno spessore standard di 0,17 mm. In questi casi, il vetrino viene considerato nel complesso calcolo degli obiettivi. Se viene usato uno spessore diverso dalla norma, in caso di grandi aperture la qualità delle immagini ottiche è visibilmente pregiudicata. L'esperienza insegna che solamente i seguenti scostamenti dalla norma sono tollerati:

± 0,01 mm con NA > 0,7              ± 0,03 mm con  0,3 < NA < 0,7

Viene usato il giusto olio per immersione?
Per la maggior parte, gli obiettivi ad alto rendimento vengono utilizzati con olio per immersione. Insieme agli obiettivi viene fornito un olio con il giusto indice di rifrazione (n = 1,51). L'olio è senza  PCB e non presenta fluorescenza propria di rilievo. L'immagine microscopica viene fortemente pregiudicata se, nell'olio per immersione, sono contenute bollicine d'aria. Per evitare questo inconveniente, l'olio deve essere applicato nel modo giusto.

STORIA:

· 1667 Robert Hook, nascita della microscopia

· J.V.Fraunhofer inventò le prime lenti con la correzione delle aberrazioni. La nascita della microscopia moderna però arriva con Carl Zeiss e Ernest Abbe che costruirono il primo microscopio composto. Scoprirono sistemi che migliorassero le immagini.

· Formula di Abbe: d= (/2sen( formula della risoluzione 

· Otto Schott: lavorò sulla qualità del vetro.

· August Kohler: inventò il condensatore. 

Cambio degli obiettivi:

Dopo ogni cambio di obiettivo, l'illuminazione deve essere nuovamente regolata. Ad ogni cambio di obiettivo infatti, si modifica la grandezza della sezione di preparato che viene osservata. Un obiettivo con basso potere d'ingrandimento – ad esempio 4x – fornisce un ampio campo di osservazione (in questo caso con un diametro di ben 5 mm). Passando successivamente ad un obiettivo con 40 ingrandimenti, il diametro del campo-immagine del preparato si riduce del fattore dieci (fino a soli 0,5 mm). L'area osservata diventa perciò più piccola di ben cento volte. Inoltre, l'apertura numerica aumenta da 0,12 a 0,65. Espresso in angoli di apertura da 15° a 80°. 

Le regole di Köhler stabiliscono che solo il campo osservato del preparato deve essere illuminato, dato che la luce in "eccesso" rappresenta un disturbo in forma di luce diffusa. D'altro canto però, il cono di luce dell'illuminazione deve corrispondere sempre all'apertura angolare dell'obiettivo, al fine di sfruttare l'apertura numerica delle ottiche. Solo così il potere di risoluzione sviluppa il suo massimo rendimento. 

MICROSCOPIO A LUCE TRASMESSA
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il condensatore è fondamentale per concentrare la luce dell’illuminazione sul preparato, fa apparire il preparato nella sua giusta luce. 

il condensatore, che contiene anche il diaframma di apertura (2), ed il diaframma di campo (A), che si trova generalmente nella base dello stativo. Osservando più attentamente, notiamo che il diaframma di campo viene riprodotto sul preparato a mezzo del condensatore. Questo diaframma determina quale parte del preparato sarà illuminata. Il diaframma di apertura invece viene riprodotto sulla "pupilla" dell'obiettivo (3) e ne regola l'illuminazione. Tutte le ottiche sono calcolate in modo che con il diaframma di apertura possano essere regolati precisamente anche gli angoli di apertura dei coni di luce. Nel microscopio sono contenuti perciò due diversi gruppi di piani ottici strettamente collegati tra loro.

Nel microscopio sono contenuti due diversi gruppi di piani ottici strettamente collegati tra loro.

Il primo gruppo da 1 fino a 4 definisce il percorso ottico delle pupille e determina la risoluzione del microscopio.
Al secondo gruppo appartengono A fino a D. Questi sono i piani ottici essenziali nel percorso di formazione di un'immagine. Qui l'immagine diventa visibile e ne vengono determinati i limiti.

All'interno di un gruppo i piani vengono sempre riprodotti l'uno nell'altro e definiti pertanto "piani coniugati", che significa "collegati tra loro

Microscopio a luce riflessa
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Il percorso ottico per luce riflessa mostra che la luce proveniente dalla sorgente luminosa (1) passa attraverso il diaframma di apertura (2) ed il diaframma di campo (A) per arrivare, infine, al partitore ottico. In questo punto circa la metà della luce viene riflessa in direzione della pupilla dell'obiettivo (3) è concentrata dall'obiettivo sulla superficie del campione (B). La superficie riflette e diffonde retroattivamente la luce verso l'obiettivo. Nel percorso di ritorno il partitore ottico lascia nuovamente passare circa metà della luce verso la lente posta nel tubo, dove essa genera l'immagine intermedia (C). Questa viene successivamente ingrandita ed osservata dall'oculare.

Nel microscopio per luce riflessa l'obiettivo, insieme alle lenti integrate nello stativo, funziona da condensatore. Ciò significa che la posizione dell'asse ottico e quella delle altre "lenti condensatrici" non possono essere modificate. Il diaframma di campo deve essere impostato un'unica volta, anche in caso di cambio obiettivo. 

Il diaframma di campo determina quale parte del preparato sarà illuminata. Il diaframma di campo è fondamentale per creare un contrasto sul nostro campione.

Elementi di un microscopio:
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1  Stativo

2  Interruttore e controllo luce

3  Illuminatore integrato

4  Diaframma variabile campo luminoso

5  Condensatore con regolazione altezza

6  Condensatore luce trasmessa con diaframma ad apertura variabile

7  Piano di campione con una testa per gli obietti 

8  Obiettivo

9  Pezzo per il naso

10 Montature di filtri, in luce trasmessa al lato d'osservazione

11 Elemento di illuminazione per epifluorescenza

12 Lampada per epi-fluorescenza

13 Slitta di filtro per fluorescenza di luce riflessa

14 Diaframma di campo luminoso per epi-fluorescenza

15 Slitta di riflesso per epi-fluorescenza

16 Tubo binoculare

17 Accesso per TV/una camera

18 Oculari

19 Regolatore per il fuoco

MICROSCPOIO A LUCE TRASMETTA ED EPI-FLUORESCENZA
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1  Illuminatore integrato con collettore

2  Diaframma campo luminoso per luce trasmessa

3  Diaframma di apertura nel condensatore per luce trasmessa

4  Condensatore per luce trasmessa (ottica frontale)

5  Piano del campione (piano focale)

6  Obiettivo

7  Piano della pupilla dell'obiettivo

8  Lente del tubo

9  Oculare

10 Lampada ad alta pressione con collettore

11 Filtro di protezione calore

12 Slitta Filtro

13 Diaframma campo luminoso per epi-fluorescenza

14 Combinazione filtri con partitore del raggio per epi-fluorescenza

15 Fotocamera / adattatore TV Camera

Come predisporre la messa a punto del microscopio
1) Il microscopio è completamente equipaggiato. Il condensatore, se possiede un revolver per sistemi di contrasto, è posizionato su “HF", che significa "campo chiaro".

2) Per la messa a punto è necessario un preparato; molto adatte sono le sezioni sottili e colorate (sezioni trasversali di steli di piante o sezioni tissutali colorate). E' anche possibile utilizzare un piccolo pezzo di diapositiva (circa 10 x 10 mm), collocato sul portaoggetti, spianato con un vetrino di copertura e sigillato con un collante universale. 

3) Per la messa a punto utilizziamo un obiettivo da 10x o, se necessario, da 20x. L'obiettivo viene inserito nel percorso ottico, dopo averlo strettamente avvitato e fatto scattare precisamente in posizione, affinchè l'asse ottico sia corretto. Mediante il comando di messa a fuoco, create uno spazio di circa 10 mm tra la superficie del tavolino e l'obiettivo.

4) E' consigliabile tenere a disposizione una striscia sottile di carta bianca (circa 3 x 10 cm).

Prima di iniziare un’operazione bisogna controllare il diaframma di campo aprendolo completamente in modo che la macchia di luce raggiunga la sua massima ampiezza. 

L’altezza del condensatore deve essere regolata con l’apposita manopola. Bisogna settare la migliore luminosità per la visione. Con gli occhi bisogna arrivare a vedere un campo unico. 

Poi bisogna mettere a fuoco con la manopola.

Ora è il momento d'impostare l'illuminazione secondo le regole di Köhler: stringiamo il diaframma di campo e muoviamo attentamente il condensatore in alto ed in basso per mezzo del suo meccanismo, fino a vedere un'immagine nitida del diaframma di campo o, almeno, una parte di essa.

Usando le viti di centratura del condensatore il diaframma di campo viene correttamente centrato. Avendo spostato l'immagine del diaframma di campo quasi fino al centro, continuate come segue: aprite il diaframma fino a riempire quasi l'intero campo visivo. Se ora osservate il bordo dell'immagine, vedrete che rimane un bordo scuro e stretto. Quando questo bordo scuro ha tutt'intorno la stessa distanza dal bordo del campo visivo, aprite il diaframma di campo finchè il suo bordo esce dal campo visivo. Poi regolate il diametro del diaframma di apertura in modo da illuminare da circa 2/3 (66%) a 4/5 (80%) del diametro della pupilla.

Cenni di ottica:
La luce (porzione dello spettro elettromagnetico visibile dall'occhio umano), come tutte le onde elettromagnetiche, interagisce con la materia.
Nella fisica moderna la luce (e tutta la radiazione elettromagnetica) viene descritta come composta da quanti del campo elettromagnetico chiamati fotoni.
L' ottica è la parte della fisica che descrive il comportamento e le proprietà della luce e l'interazione della luce con la materia. I fenomeni più comuni osservabili sono: l'assorbimento, la riflessione, la trasmissione, la rifrazione e la diffrazione.
La radiazione elettromagnetica è, dal punto di vista dell'elettromagnetismo classico, un fenomeno ondulatorio dovuto alla contemporanea propagazione di perturbazioni periodiche di un campo elettrico e di un campo magnetico, oscillanti in piani tra di loro ortogonali.
La polarizzazione della radiazione elettromagnetica, o elicità è una caratteristica delle onde elettromagnetiche e dei fotoni e indica la direzione lungo la quale il campo elettrico oscilla durante la propagazione dell'onda.
La lunghezza d'onda è la distanza tra punti ripetitivi di una forma d'onda. Viene comunemente indicata dalla lettera greca lambda (λ). In un'onda sinusoidale, la lunghezza d'onda è la distanza tra i picchi.
La lunghezza d'onda ha una relazione inversa con la frequenza (ν), il numero di picchi passati in un dato tempo. La lunghezza d'onda è uguale alla velocità dell'onda divisa per la sua frequenza. Quando si ha a che fare con la radiazione elettromagnetica nel vuoto, questa velocità è la velocità della luce c, e la conversione diventa:
 λ=c/v
dove:
•λ = è la lunghezza d'onda di un'onda elettromagnetica 
•c = velocità della luce = 3×108 m/s 
•ν = frequenza dell'onda 
Quando le onde luminose (e altre onde elettromagnetiche) passano attraverso un materiale, la loro lunghezza d'onda viene ridotta da un fattore pari all'indice di rifrazione n del materiale, ma la frequenza dell'onda non cambia. La lunghezza d'onda di un'onda in un materiale (λ' )è data da:
 λ'= λ0 / ν
dove λ0 è la lunghezza d'onda nel vuoto. Le lunghezze d'onda della radiazione elettromagnetica sono normalmente riferite al vuoto, anche se questo non è sempre dichiarato esplicitamente.
La luce visibile è una porzione dello spettro elettromagnetico compresa tra i 400 e i 700 nm.

EFFETTI OTTICI

· Assorbimento: capacità di un mezzo di assorbire la luce.
· Riflessione: un raggio di luce proiettato su una superficie molto ben levigata può ritornare indietro come se fra il raggio e la superficie fosse avvenuto un urto elastico. Se invece la luce viene proiettata su una superficie non levigata, assistiamo al fenomeno della diffusione. I raggi, colpendo i tanti segmentini, ognuno piano, della superficie scabra, vengono riflessi secondo le leggi della riflessione, ma globalmente il fascio non viene deviato uniformemente ma diffuso in tante direzioni
· Trasmissione: propagazione della luce in un mezzo. 
· Interferenza: fenomeno dovuto alla sovrapposizione, in un punto dello spazio, di due o più onde. Esperimento di Young Facendo passare un sottile fascio di raggi di luce solare bianca, ottenuto tramite una fessura, attraverso due ulteriori strette fessure si produce su di uno schermo un’immagine a frange chiare e scure ed a colori sfumati. Facendo l'esperimento con luce monocromatica (ottenuta facendo passare la luce solare attraverso un filtro colorato)  si ottengono frange nitide.Il fenomeno può essere interpretato alla luce della teoria ondulatoria della luce.In particolare, l'esperimento di Young si può spiegare come sovrapposizioni di onde che, sommandosi in modo costruttivo o distruttivo (con tutti i casi intermedi possibili) generano il fenomeno dell’interferenza. 

· Diffrazione: diffusione apparente delle onde di luce quando incontrano un’ostacolo esse vengono deviate e tendono ad interferire tra loro.
· Rifrazione: deviazione subita da un'onda che ha luogo quando questa passa da un mezzo fisico ad un altro con diverso indice di rifrazione nel quale cambia la velocità di propagazione. La rifrazione è responsabile degli arcobaleni e della scomposizione della lice bianca nei colori dell’arcobaleno che avviene quando la luce passa attraverso un prisma.
· Aberrazione cromatica: in ottica l’aberrazione cromatica è l’effetto nella formazione dell’immagine dovuta al diverso valore di rifrazione delle diverse lunghezze d’onda che compongono la luce che passa attraverso un mezzo ottico. Questo si traduce in immagini che presentano ai bordi ei soggetti aloni colorati. È un difetto dal quale, in diversa misura, sono affetti tutti i sistemi ottici. In pratica succede che per radiazioni policromatiche le componenti con lunghezza d'onda più corta vengono rifratte maggiormente creando una dispersione dell'immagine sul piano focale. Per un raggio di luce monocromatico non ha senso parlare di aberrazione cromatica. L'aberrazione sferica è un difetto che in un sistema ottico con lenti sferiche porta alla formazione di una immagine distorta.
È provocato dal fatto che la sfera non è la superficie ideale per realizzare una lente, ma è comunemente usata per semplicità costruttiva. I raggi distanti dall'asse vengono focalizzati ad una distanza differente dalla lente rispetto a quelli più centrali.
Per evitare il fenomeno si utilizzano particolari lenti non sferiche, chiamate asferiche, più complesse da realizzare e molto costose. Il difetto può anche essere minimizzato scegliendo opportunamente il tipo di lente adatto all'impiego specifico; per esempio una lente piano-convessa è adatta per focalizzare un fascio collimato a formare un punto preciso, se usata con il lato convesso rivolto verso il fascio
· Dispersione: fenomeno che causa la separazione di un'onda in componenti spettrali con diverse lunghezze d'onda.
· Birifrangenza: scomposizione di un raggio di luce in due raggi che avviene quando esso attraversa particolari mezzi anisotropi. Il materiale, ad esempio la calcite, a causa della sua struttura cristallina, presenta indici di rifrazione differenti nelle diverse direzioni di propagazione dei raggi luminosi e della direzione di vibrazione del campo elettrico.

Per uno dei due raggi uscenti vale la legge di Snell: per questo viene chiamato ordinario; l'altro raggio, per cui essa non vale, viene chiamato straordinario. I due raggi uscenti risultano polarizzati linearmente e ortogonalmente l'uno all'altro, indipendentemente dalla polarizzazione del raggio di luce incidente. La luce che incide su un cristallo birifrangente subisce in generale una doppia rifrazione, ad eccezione di casi particolari in cui incide secondo l'asse ottico o ha polarizzazione particolare. Le modalità con cui avviene la doppia rifrazione sono legate alla struttura geometrica del cristallo. In particolare l'asse ottico del cristallo è parallelo all'asse di maggiore simmetria geometrica del reticolo cristallino. L’orientazione spaziale del cristallo determina oltre che la direzione di deflessione del raggio rifratto, anche la polarizzazione dei due fasci trasmessi. Il fascio ordinario e quello straordinario risultano polarizzati linearmente e ortogonalmente l'uno rispetto all'altro per luce incidente sia non polarizzata, sia polarizzata. I piani di vibrazioni della luce non dipendono dalla polarizzazione della luce incidente, mentre l'intensità di ciascun fascio varia con la polarizzazione della luce incidente. Per luce incidente non polarizzata i due fasci risultano avere la stessa intensità. Per luce incidente polarizzata linearmente nello stesso modo del fascio ordinario, quest'ultimo ha intensità massima, mentre si estingue il fascio straordinario. Se si ruota il piano di vibrazione della luce incidente (es. ruotando il puntatore laser intorno al suo asse), l'intensità del fascio ordinario si riduce, mentre aumenta quella del fascio straordinario, fino a che, per una rotazione di 90° del piano di vibrazione della luce incidente, si ha intensità massima per il fascio straordinario e nulla per quello ordinario. I due fasci hanno uguale intensità per luce incidente polarizzata a 45° rispetto alla polarizzazione di ciascuno dei due fasci. 
Tecniche di contrasto:

il contrasto, la rilevanza di un oggetto rispetto allo sfondo in cui si colloca, è uno dei concetti chiave della microscopia. Naturalmente se il tessuto, la cellule o latri mezzi specifici si confondono con lo sfondo, non vengono visualizzati in modo appropriato. 

I campioni colorati vengono visualizzati in campo chiaro HF senza tecniche di contrasto. 

	campo chiaro in luce trasmessa

	


Nella pratica non si hanno sempre preparati ben colorati, facili da osservare semplicemente in campo chiaro. I preparati non colorati, come batteri o colture di cellule viventi, non assorbono quasi la luce e sono poco visibili in campo chiaro o non lo sono del tutto, anche con un microscopio perfettamente messo a punto. Il basso assorbimento di luce conduce a differenze estremamente ridotte nella distribuzione dell'intensità luminosa nell'immagine. L'occhio umano necessita – su uno sfondo chiaro – di fluttuazioni locali d'intensità di almeno dal 10% al 20% per poter riconoscere gli oggetti. 

Questa "modulazione" dell'intensità luminosa non viene raggiunta di gran lunga da molti oggetti microscopici in campo chiaro. Le tecniche di contrasto che seguono sono degli accorgimenti, con i quali effetti ottici nel preparato – non visibili dall'occhio umano – vengono tradotti in variazioni d'intensità riconoscibili dall'occhio.
Campo scuro luce trasmessa:
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Strutture finissime non possono spesso essere viste se si trovano contro un fondo chiaro. Questa situazione cambia se le strutture vengono illuminate obliquamente di lato ed osservate contro un fondo possibilmente scuro. Allora sembrano quasi illuminarsi.
Nel microscopio viene creato un fondo scuro artificiale con l'uso di un diaframma anulare (1) posto nel condensatore. Le ottiche del condensatore (2) illuminano sì il preparato (3), ma con un cono luminoso cavo. la luce non colpisce l'oggetto (4), ma passa tutt'intorno. Senza un preparato, l'immagine negli oculari sarebbe completamente scura. Se sul piano-oggetto si trovano invece piccole particelle come batteri, la luce viene diffratta o diffusa lateralmente dal suo percorso. Questa luce – se cade nel cono di apertura dell'obiettivo – viene catturata dall'obiettivo e fusa in un'immagine. L'oggetto diventa luminoso e visibile contro un fondo scuro. A questo scopo è necessario che l'apertura dell'obiettivo sia più piccola dell'apertura interna del cono illuminante (caso A). Esistono però anche obiettivi che montano al loro interno un diaframma ad iride (5), con cui possono schermare la luce diretta anche quando cade nel cono di apertura dell'obiettivo (caso B). Ciò permette l'uso in campo scuro di aperture anche molto grandi.
Contrasto di fase luce trasmessa:

Il contrasto di fase è l'ideale per oggetti sottili non colorati, come ad esempio cellule di colture su vetro, con un nucleo dello spessore di 5 fino a 10 µm ma in periferia non più "alte" di 1 µm e che non presentano quasi un assorbimento di luce nella parte visibile dello spettro. L'occhio non può quasi vederle, nè in campo chiaro, nè in campo scuro. Esistono diferenze molto piccole di indice di rifrazione tra le cellule e la soluzione acquosa che le circonda e nelle cellule stesse tra citoplasma e nucleo. Il contrasto di fase rende visibili queste piccolissime differenze attraverso dispositivi ottici che le tramutano in differenze d'intensità. L'effetto ottico che viene usato consiste in uno sfasamento nel raggio di luce. Le onde luminose, durante il loro passaggio attraverso i nuclei delle cellule, il citoplasma o l'acqua, vengono leggermente sfasate, perchè questi mezzi hanno indici di rifrazione leggermente diversi. Quanto maggiore è l'indice di rifrazione di un mezzo, tanto minore è la velocità della luce nel mezzo stesso. Come conseguenza, un'onda luminosa passata attraverso un nucleo di una cellula è in ritardo rispetto alle onde luminose che sono passate solamente attraverso l'acqua. L'importo di questo "ritardo" viene definito differenza di fase. Prima di entrare nel preparato le onde luminose sono ancora "in fase", ma non più dopo essere passate attraverso i diversi materiali. L'importo della differenza di fase dietro al preparato dipende da quali mezzi (indici di rifrazione) sono stati attraversati dalle onde luminose e dalla lunghezza del percorso entro questi mezzi. 
Lo spostamento di fare in ‘livelli di grigio’.
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Similmente al campo scuro, nel condensatore il diaframma di apertura è sostituito da un diaframma anulare (1), che illumina il preparato (3) a mezzo delle ottiche (2) del condensatore. L'intero fascio di luce entra però nell'obiettivo (4) e nella pupilla dell'obiettivo (5) si forma l'immagine del diaframma anulare (1). In questo punto dell'obiettivo (5) si trova un "anello di fase" applicato sul vetro, che genera due effetti: primo, come un filtro grigio esso attenua la forte luce diretta, che proviene dal diaframma anulare del condensatore; secondo, esso introduce uno sfasamento supplementare costante in questa luce. Se il preparato contiene oggetti come cellule ed i loro nuclei, la luce viene spostata fuori dal raggio diretto su nuovi percorsi (7). Questa luce non passa attraverso l'anello di fase nell'obiettivo, non viene perciò attenuata nè ritardata. Tutti i raggi parziali vengono riuniti dalla lente del tubo (8) a formare un'immagine intermedia (9).

I raggi parziali, che sono stati diversamente "ritardati", vengono sovrapposti nell'immagine intermedia, dove si amplificano o attenuano reciprocamente, a seconda della posizione di fase. Dato che il raggio diretto è stato fortemente attenuato dall'anello di fase nell'obiettivo, diventa effettiva la molto più debole luce diffratta. Il risultato di questi processi d'interferenza nell'immagine intermedia sono zone chiare e scure, che rendono visibili all'occhio le cellule da esaminare. Il contrasto migliore si ottiene con una precisa scelta del ritardo e con l'attenuazione delle onde luminose nell'anello di fase dell'obiettivo.

Un fenomeno concomitante nel contrasto di fase sono gli aloni di luce che si formano ai bordi delle strutture. Essi sono causati da un principio ottico e possono condurre all'"illegibilità" dell'immagine, soprattutto con campioni di elevato spessore, dato che gli aloni si sovrappongono più volte. Per questo motivo, il contrasto di fase è consigliabile solo con oggetti molto sottili e non troppo complessi.
Equipaggiamento del microscopio per il contrasto di fase: vengono usati degli obiettivi speciali dotati di un anello di fase vicino alla pupilla Ph1, Ph2, Ph3. I diaframmi anulari devono essere centrati dopo l'inserimento nel condensatore, in modo che nel percorso ottico l'immagine del diaframma anulare coincida esattamente con la posizione dell'anello di fase. La centratura si esegue a mezzo di due regolazioni poste sui lati del disco a revolver del condensatore. Si guarda nuovamente nella pupilla dell'obiettivo e si portano a copertura l'immagine chiara del diaframma anulare del condensatore con l'anello di fase dell'obiettivo. Il procedimento si vede chiaramente nelle figure che seguono: sul lato sinistro il diaframma nel condensatore non ancora allineato, a destra in perfetta coincidenza con l'anello di fase dell'obiettivo. 

L’immagine di un oggetto in contrasto di fase può essere influenzata dal tipo di ritardo selezionato per il raggio principale, attraverso l’anello di fase dell’obiettivo. In base al ritardo selezionato gli oggetti ad alto indice di rifrazione possono apparire più luminosi o più scuri rispetto ai contorni. Questo fenomeno viene chiamato fase di contrasto ”positiva” o ”negativa”. Oggi, la fase di contrasto ”positiva” costituisce uno standard mentre la parte scura dell’oggetto aumenta in relazione all’indice di rifrazione. Questo stato simula una sorta di assorbimento nell’occhio di chi osserva, più specificamente nell’area dove l’indice di rifrazione diventa localmente effettivo. Questa ”impressione” è corretta, in particolare con cellule e tessuti immersi nei liquidi, poiché nuclei di cellule ed organelli, per esempio, appaiono più scuri del citoplasma di una cellula.

Contrasto VAREL:

Si tratta di una tecnica di contrasto, in cui contrasto di fase ed illuminazione unilaterale inclinata sono mixate, che consente l’esame di colture cellulari. Un fermo addizionale a forma di anello viene utilizzato da una parte dell’illuminazione, consentendo così una illuminazione unilaterale inclinata.

Campo scuro unilaterale, contrasto VAREL sovraimposto al contrasto di fase e campo chiaro inclinato vengono stabiliti muovendo il fermo in direzione radiale dall’esterno all’interno. Questo è un metodo economico per visualizzare colture cellulari. L’immagine mostra pseudo-rilievi. Anche pozzetti con un fondo curvo consentono di ottenere una buona immagine. Il contrasto di fase, da solo, qualche volta fallisce perchè la base curva delle camere d’osservazione funge da lente ed altera la sovrapposizione degli anelli di fase. Il metodo viene usato con successo per l’esame di oggetti viventi (micromanipolazione).
Un vetrino contiene due dei settori menzionati per consentire all’illuminazione di essere ottimizzata da sinistra o destra, come richiesto.

Ciò rende possibile contrastare le cellule anche nei ”pozzetti” del microtiter.

Contrasto di polarizzazione in luce trasmessa:

In questo metodo viene usata la luce polarizzata; essa è composta da onde luminose, i cui piani di vibrazione sono tutti orientati in un'unica direzione – cioè "polarizzati linearmente". Questa luce così "ordinata" viene generata da polarizzatori, che filtrano un piano privilegiato dalla confusione statistica di oscillazione in tutti i piani, propria della luce naturale.

E' determinante il fatto che due filtri di questo tipo non lasciano passare la luce quando sono disposti uno dietro l'altro nel percorso ottico ruotati di 90° l'uno rispetto all'altro. Il primo filtra le direzioni di vibrazione in un modo che il secondo non le può lasciar passare. Il secondo filtro viene chiamato "analizzatore (A)", perchè è in grado di controllare la direzione privilegiata del primo filtro, chiamato "polarizzatore (P)".

Contrasto d’interferenza differenziale DIC
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Questa tecnica di contrasto altamente efficiente si basa sulla tecnica Pol. La figura mostra il percorso del raggio che, inizialmente, è identico a quello della luce trasmessa polarizzata. In aggiunta, due prismi birifrangenti (2) vengono inseriti nel condensatore e vicino alla pupilla dell’obiettivo (6). Il prisma condensatore (2) genera una decomposizione vettoriale della luce primaria polarizzata linearmente in due direzioni che sono perpendicolari l’una all’altra e muove lateralmente questi due raggi parziali tanto da causare uno spostamento laterale Δx = k·λ nel campione. λ è la lunghezza d’onda della luce e k è un numero che normalmente è minore di 1. Se i due raggi parziali generati dal prisma condensatore passano esattamente attraverso le stesse strutture, non vi sarà alcuna ulteriore differenza di percorso nel campione (caso A e C nella fig. a destra). Tuttavia, se i due raggi parziali ”vedono” condizioni minimamente differenti, ciascuno di essi “sperimenterà” la propria differenza di percorso che lo accompagnerà lungo il rimanente percorso fino all’immagine intermedia (caso B nella fig. a destra). Il secondo prisma (6) cancella il processo di scissione dei raggi dietro l’obiettivo, e l’analizzatore (7) seleziona, dai treni d’onda ora sfasati, quelle componenti che si trovano nella sua direzione di vibrazione. E’ solamente ora – con un comune piano di vibrazione – che i due raggi parziali possono interferire l’uno con l’altro e perciò convertire le differenze di percorso in differenza d’intensità che può essere percepita dall’occhio. Una lamina (7a, λ) consente la formazione di un contrasto addizionale di colore. L’immagine risultante appare in rilievo poiché tale metodo visualizza solo cambiamenti laterali. È una tecnica ideale per il sezionamento ottico di oggetti spessi e non colorati. 
Il criterio principale per l'acquisto di un microscopio è sicuramente il campo d'impiego dello stesso; altrettanto importante è il tipo di correzione degli elementi ottici, in modo particolare degli obiettivi. Lenti molto semplici hanno una modesta capacità di formazione delle immagini. E pertanto possibile il verificarsi di forti aberrazioni, correggibili unicamente mediante l'uso intelligente di numerose lenti. La realizzazione di ottiche che garantiscano una perfetta resa cromatica abbinata ad ampi e planari campi visivi, richiede complessi calcoli ed una perfetta lavorazione. 

Il condensatore standard è del tipo "condensatore di Abbe". Questo tipo di condensatore realizza una formazione delle immagini di buona qualità e presenta un grande vantaggio: una sola lente frontale fissa è sufficiente a rifornire di luce gli obiettivi da 4 a 100 ingrandimenti – sempre in conformità al principio di Köhler.
Questo condensatore è disponibile nella versione semplice per campo chiaro ed in versione con revolver girevole per contrasto di fase e diaframmi per campo scuro. Il revolver girevole consente di passare rapidamente da una tecnica di contrasto all'altra. I migliori condensatori sono quelli aplanatici-acromatici, che producono un’immagine estremamente nitida e acromatica del diaframma di campo.
Gli obiettivi:

I criteri generali di scelta sono:
•  indice di rifrazione e dispersione 

•  omogeneità ed assenza di tensioni 

•  resistenza ai prodotti chimici ed al   cambio di clima 

•  minima dilatazione termica 

•  alta trasmissione ed assenza di fluorescenza propria

Gli obiettivi vengono classificati in base al loro grado di correzione ottica. I due criteri principali da considerare sono l'eliminazione delle aberrazioni cromatiche e la planarità dell'immagine microscopica intermedia. In caso positivo otterremo un'immagine nitida e senza difetti di cromatismo fino ai bordi estremi, anche con ampi campi visivi. In secondo luogo, gli obiettivi si suddividono in obiettivi per luce trasmessa e luce riflessa. Gli obiettivi per luce trasmessa vengono utilizzati con vetrini coprioggetto aventi uno spessore di 0,17 mm. Gli obiettivi per luce riflessa – con il prefisso "Epi" – sono dotati di trattamento antiriflesso, al fine di evitare riflessi indesiderati nelle ottiche
Alcuni obiettivi:
1. Achromat
Buona correzione cromatica – esattamente per due lunghezze d'onda. Campo planare al centro dell'immagine; focalizzando ulteriormente è possibile mettere a fuoco anche le zone periferiche. L'obiettivo è ideato per campi visivi di diametro fino a 18 mm e sono disponibili versioni per contrasto di fase. Denominazione obiettivi:

CP-Achromat (CP: Clinical Plan) e Achrostigmat.


2. Plan ed Epiplan
Obiettivi acromatici perfezionati con buona planarità dell'immagine per campi visivi del diametro di 20mm e 23mm. Ideali per fotomicroscopia. Denominazione: Achroplan per luce trasmessa ed Achroplan Ph per contrasto di fase. Epiplan, per luce riflessa, adatto per DIC, utilizzato anche come obiettivo per campo scuro Epiplan HD. Gli obiettivi per luce riflessa garantiscono un buon contrasto delle immagini e sicure distanze di lavoro.


3. Plan-Neofluar ed Epiplan-Neofluar
Gli assoluti primi della classe: perfetta resa cromatica (correzione per quattro lunghezze d'onda!) e, contemporaneamente, eccezionale planarità dell'immagine per un campo visivo di 25 mm di diametro. Grazie allo speciale tipo di vetro, possiedono elevata trasmissione UV a 365 nm in fluorescenza (illuminatore HBO). Tutti i metodi di osservazione sono possibili, specialmente POL e DIC; ideali per la ricerca.


4. Planapocromatico ed Epiplan-Apocromatico
Assolutamente il top: perfezione nel rendimento del colore (correzione a 4 lunghezze d’onda!) e, simultaneamente, immagine piatta senza sfarfallio per campo visivo di ca. 25mm di diametro. Elevata apertura numerica per un potere di risoluzione veramente al limite delle leggi fisiche. Per fotomicrografia professionale.

In una parola : Lo Stradivari delle ottiche per microscopi.


5. Obiettivi speciali
5a  immersione in acqua (elettrofisiologia)

5b multi–immersione in olio, acqua, glicerina

5c campo scuro in luce trasmessa con diaframma di apertura ad iride

5d obiettivi Fluar per fluorescenza con eccitazione UV

gli oculari: 

Gli oculari sono ingranditori tramite i quali viene osservata nel microscopio l'immagine intermedia prodotta dall'obiettivo e dalla lente del tubo. Nel microscopio ottico l'immagine intermedia ha un diametro utile di ca. 20mm. Gli oculari non sono semplici lenti, ma sono anch'essi ottiche corrette e composte da numerose lenti. Normalmente, l'ingrandimento supplementare fornito dagli oculari è di 10x. L'immagine intermedia ha quindi un diametro di 20cm ad una distanza di lettura di 25cm dall'occhio.
Le ottiche ICS sono generalmente adatte anche ai portatori d'occhiali. Tale caratteristica viene indicata dalla scritta "Br" posta sull'oculare. E' comunque abitudine focalizzare con uno solo dei due oculari, per compensare eventuali piccole differenze di vista tra i due occhi. Gli oculari sono dotati di una scala diottrica ("+0-") e portano la scritta "foc". 

Anche per gli oculari esistono diverse classi di rendimento, la cui differenza è rilevabile solo con ampi campi visivi e, in particolare, al bordo dell'immagine. L'oculare standard PL è estremamente efficace; la sua sigla indica l'ottima planarità di cui è dotato. Eccezionali sono gli oculari E-PL, le cui immagini sono perfette fino ai bordi. In fotomicroscopia vengono usati oculari speciali definiti S-PL, previsti per l'attacco fotografico rivolto verso l'alto.  
MICROSCOPI A FLUORESCENZA
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Strutturalmente esisterebbero sistemi a luce trasmessa e riflessa, ma per motivi tecnici i primi sono stati relegati ad usi limitati, su campioni opachi. La maggior parte della produzione ed uso prevede sistemi ad epifluorescenza. La differenza principale tra l’illuminazione per epifluorescenza e quella per luce riflessa consiste nel fatto che in fluorescenza non viene usato il disco di diffusione, perché ridurrebbe senza necessità l’intensità di eccitazione. In fluorescenza viene usato il filtro attenuatore del rosso. Per eliminare la parte di luce rossa ad infrarossa che a volte è di disturbo. Questo tipo di microscopio serve per osservare preparati naturalmente fluorescenti, o legati con molecole fluorescenti o rese tali da particolari coloranti detti fluorocromi. Questi composti vanno selettivamente a legarsi con strutture cellulari definite. La sorgente luminosa (alogena di alta potenza, lampada di wood, lampada ad arco e scarica di gas e più recentemente diodi LED ad alta efficienza e laser), che trasmette radiazioni ultraviolette, o comunque di bassa lunghezza d'onda nel visibile, eccita il preparato generalmente dall'alto (sistemi ad epifluorescenza). Le componenti del preparato emettono luce di lunghezza d'onda maggiore di quella emessa dalla sorgente luminosa. Questo fenomeno è conosciuto come fluorescenza. Attualmente gli utilizzi più diffusi prevedono l'utilizzo di anticorpi specifici, appositamente prodotti per andare a legarsi con determinate molecole nel campione (che rappresentano l'antigene) utilizzando fluoresceina, rodamina, ed altre simili molecole come fluorocromo legato all'anticorpo per renderlo appunto fluorescente e visibile. Nell'osservazione è fondamentale l'utilizzo corretto dei filtri ottici per selezionare la giusta lunghezza d'onda di eccitazione, la giusta lunghezza d'onda di emissione visibile, e l'arresto della radiazione ultravioletta che danneggerebbe l'occhio dell'osservatore. Gli obiettivi microscopici usati per questo tipo di osservazione non devono contenere lenti che presentino fenomeni di autofluorescenza (come spesso succede per quelli alla fluorite), devono trasmettere l'ultravioletto (se in epifluorescenza, visto che l'illuminazione passa attraverso l'obiettivo), mentre il grado di correzione cromatico è poco influente sulla qualità dell'immagine, per cui vanno generalmente bene le ottiche acromatiche.
Percorso ottico: 
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La luce viaggia dalla forte sorgente di luce addizionale (1) attraverso il filtro antitermico (2), il filtro di attenuazione del rosso/cursore di sbarramento (3) ed il diaframma di campo (4) fino al filtro di eccitazione (5). Questo è incorporato nel cursore per fluorescenza, che contiene anche il ripartitore dicroico dei raggi (6). Il partitore dicroico riflette la luce d'eccitazione a breve lunghezza d'onda sul preparato (8) attraverso l'obiettivo (7). L'emissione prodotta, che presenta una lunghezza d'onda maggiore della luce d'eccitazione, viene raccolta dall'obiettivo (7) e trasmessa attraverso il partitore dicroico (6). Poi i raggi passano anche attraverso il filtro di emissione (9), dove viene filtrata la residua luce di eccitazione. La lente del tubo (10) e l'oculare (11) formano come d'uso l'immagine microscopica, che si compone ora solamente di luce di fluorescenza.
Una sorgente di luce per la fluorescenza è il bruciatore a vapori di mercurio ad alta pressione. La sorgente di luce deve fornire molta energia di eccitazione in una regione molto ristretta dello spettro - tipicamente da 10 a 50 nm. A questo scopo si usa di regola una lampada a globo di quarzo contenente vapori di mercurio ad alta pressione.
A differenza delle lampade ad incandescenza, essa utilizza il principio della scarica di gas e non presenta uno spettro continuo, ma discreto.
Questa sorgente di luce funziona così: in un globo di quarzo resistente alle alte pressioni (1) sono fusi due elettrodi (catodo 2 e anodo 3). La camera di combustione (4) contiene una piccola quantità di mercurio. Con scariche ad alta tensione tra gli elettrodi si innesca un arco voltaico (5), che viene mantenuto acceso dall'alimentazione elettrica. Il calore prodotto fa evaporare il mercurio che si tramuta in gas e crea nella lampada un'enorme sovrapressione. Il bruciatore irraggia una luce molto intensa, che contiene un'alta quota di raggi UV. L'energia luminosa irraggiata viene concentrata in determinate lunghezze d'onda, le cosiddette “linee del mercurio”. 
La luce viene filtrata tramite una combinazione di filtri : Il filtro di eccitazione (A) filtra solo la luce monocromatica (2) dalla radiazione della sorgente luminosa (1). Le proprietà del ripartitore dicroico sono essenziali: esso riflette nell'obiettivo la luce di eccitazione a breve lunghezza d'onda quasi senza perdite e lascia passare invece quasi completamente la luce di fluorescenza (3) che ritorna all'obiettivo. Contemporaneamente, la maggior parte della luce d'eccitazione viene nuovamente riflessa e non può essere perciò di disturbo nella formazione dell'immagine intermedia. Sopra il ripartitore dicroico, la luce di emissione e la residua luce di eccitazione colpiscono il filtro di sbarramento (C). Solo la luce di fluorescenza può passare quasi indisturbata attraverso il filtro, dato che le sue lunghezze d'onda sono maggiori di quelle della luce di eccitazione.

FATTORI ESSENZIALI PER IL SUCCESSO NELLA MICROSCOPIA A FLUORESCENZA

Filtri di fluorescenza della miglior qualità
La luce di fluorescenza prodotta deve essere trattata con la massima cura. I filtri devono trasmettere le lunghezze d'onda richieste e bloccare completamente quelle indesiderate. Questo è molto difficile da ottenere, perchè l'intensità della luce di eccitazione è assai più forte di quella della luce di emissione. Tutta la luce di eccitazione deve essere tenuta lontana dall'immagine microscopica, mentre quella di emissione deve "arrivare" completamente.
Eccitazione di forte intensità
La sorgente di luce deve fornire molta energia di eccitazione in una regione molto ristretta dello spettro – tipicamente da 10 a 50 nm. A questo scopo si usa di regola una lampada a globo di quarzo contenente vapori di mercurio ad alta pressione.
Obiettivi ad alta trasmissione di luce
Gli obiettivi del microscopio – specialmente quelli che offrono immagini della miglior qualità – si compongono spesso di molte lenti singole. Gli obiettivi adatti alla fluorescenza devono comunque presentare alti valori di trasmissione della luce fino nella regione dell'UV.
Assenza di autofluorescenza nelle ottiche del microscopio
Se le lenti e i filtri – o i liquidi di immersione – del microscopio presentano un'autofluorescenza, la luce da essa prodotta si mescola inseparabilmente all'immagine di fluorescenza. Il risultato è un fondo illuminato che riduce il contrasto.
Obiettivi di grande apertura numerica
La fluorescenza eccitata nel preparato si diffonde in tutte le direzioni come le onde radio. L'obiettivo ha il compito di captarne il più possibile. L'effetto è di poco conto con una piccola apertura numerica (A). Molto più efficace è una grande apertura numerica (B). Con il doppio di apertura numerica si cattura circa quattro volte di più luce di fluorescenza. Con un liquido d'immersione – specialmente l'olio – è possibile inoltre eliminare la perdita di luce causata dai riflessi sulle superfici. L'immagine diventa ancora più chiara.
L'ambiente di lavoro
Se la fluorescenza è debole, è meglio lavorare in un ambiente oscurato.

Sbiadimento dei preparati
Se il preparato non deve essere ancora osservato o fotografato, bloccate la luce di eccitazione con la slitta di sbarramento dell'illuminatore per fluorescenza, per evitare che la luce sbiadisca il preparato.
Olio d'immersione esente da autofluorescenza

Se vengono usati mezzi d'immersione dotati di autofluorescenza, il fondo si illumina ed il contrasto nell'immagine si riduce.
Il filtro antitermico
I filtri per fluorescenza sono sensibili al calore emesso dall'illuminatore. Si prega di non togliere mai il filtro antitermico incorporato.
Allineamento della lampada
L'illuminatore deve essere a volte riallineato - sempre comunque dopo il cambio della lampada. Per ulteriori informazioni si prega di prendere visione delle relative istruzioni operative e di osservare le misure di sicurezza.
La preparazione
I fluorocromi non legati devono essere tolti dal preparato, ad esempio sciacquandoli. Il "contrasto" nell'immagine di fluorescenza viene generato dal fondo scuro, che può essere inutilmente rischiarato dall'eccesso di fluorocromi.
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Per la marcatura dei preparati viene usata sempre più spesso la "fluorescenza multipla". Questo metodo fa risaltare le differenti strutture con diversi colori. Queste possono essere osservate singolarmente – ognuna per sè - passando da un'immagine all'altra con l'uso del cursore portafiltri. In alternativa, è possibile ricorrere a speciali combinazioni di filtri che permettono l'osservazione simultanea di due o tre marcature in una sola immagine . 
MICROSCOPIA CONFOCALE
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Nel microscopio confocale un fascio parallelo di luce (1) viene trasferito sul preparato (3) tramite l'obiettivo (2). Nel percorso ottico si trovano degli scanner (4), tramite i quali il raggio di luce scansiona il preparato (3). La luce di fluorescenza qui generata ritorna indietro attraverso gli scanner – in tal modo il movimento del raggio viene nuovamente neutralizzato –, passa attraverso il partitore cromatico (5) e viene focalizzata sul pinhole (6). Dietro il pinhole, la luce di fluorescenza viene separata dalla luce d'eccitazione mediante il filtro di sbarramento (7) e misurata in continuità da un fotorivelatore (8). Il computer compone un'immagine elettronica prodotta da tutti questi valori misurati. E' essenziale che solo la luce di fluorescenza proveniente dal piano focale dell'obiettivo (3) possa passare attraverso il pinhole (6) ed il filtro spaziale (A). La luce proveniente da altri piani del preparato (ad es. 3a) viene bloccata molto efficacemente dal pinhole (6).
Il Microscopio confocale si basa su una tecnologia ottica volta ad accrescere sensibilmente la risoluzione spaziale del campione, eliminando gli aloni dovuti alla luce diffusa dai piani fuori fuoco del preparato.

Esistono diverse tecniche per ottenere questo risultato: a disco rotante (Nipkow disk), Programmable Array Microscopes (PAM), e laser. Quest'ultimo tipo, il più diffuso e denominato CLSM, acronimo di confocal laser scanning microscope, è un evoluto microscopio a fluorescenza che permette di focalizzare con estrema precisione un laser sul preparato, aumentando notevolmente la risoluzione e la profondità di campo. La sua sorgente luminosa è costituita uno o più laser, generalmente a semiconduttore, per ogni diversa frequenza d'eccitazione. Il meccanismo di direzione del fascio luminoso viene gestito da sistemi computerizzati. Le immagini ottenute, sincronizzando col fascio di eccitazione il dispositivo di relazione, sono particolarmente definite e spettacolari, e possono permettere di evidenziare in diversi colori diverse molecole presenti nel preparato, permettendone di apprezzarne la tridimensionalità (esempio actina in rosso tubulina del citoscheletro in verde e dna del nucleo in blu).
Analisi multimediali della microscopia confocale:

2D - Il piano xy
Bidimensionale come nella fotografia con fotocamera digitale o macchina fotografica - la dimensione xy corrisponde alla normale ripresa standard.
 3D - La terza dimensione: l’asse z
L’intera informazione tridimensionale del campione in un’occhiata - la rappresentazione tridimensionale è prodotta dalla somma delle immagini bidimensionali, che vengono riprese in diversi piani focali.
4D - La quarta dimensione: lunghezza d’onda
Marcando selettivamente componenti tissutali e cellulari - più volte con diversi coloranti per fluorescenza - è possibile memorizzare e liberamente combinare le più svariate informazioni della quarta dimensione (fino a 8 diversi canali per immagine).
5D - La quinta dimensione: il tempo
Documentare come in un ”film” i processi dinamici di campioni viventi - la quinta dimensione descrive la ripresa di cellule e tessuti in intervalli di tempo liberamente definibili.
6D - La sesta dimensione: localizzazione nel piano
Osservazione di cellule su più campi con lo scopo di ottenere informazioni elaborabili in ambito statistico (comparazione, trattamenti/controlli). Nella sesta dimensione, un numero qualsiasi di posizioni liberamente definibili viene analizzato in modo automatico.
Metodi per realizzare sezioni ottiche:

•Deconvoluzione:un algoritmo trasforma un’immagine in una sezione ottica
–Point-Spread function (PSF)
–Elaborazione successiva di uno stack di immagini
•Microscopia confocale a scansione laser
–Sorgente luminosa puntiforme (Laser)
–Pinhole

–Sensore: PMT
•Spinning disk
–Gran numero di pinhole (usati per emissione ed eccitazione)
•Apotome

     
 - Proiezione di griglia + deconvoluzione in tempo reale

Pinhole: La macchina fotografica di Apinhole è una macchina fotografica molto semplice senza lente ed una sola apertura molto piccola. Semplicemente spiegò, è una scatola di luce-prova con un piccolo buco in un lato. Accenda da una scena passa attraverso questo solo punto e proietta un'immagine invertita sul lato opposto della scatola. Macchine fotografiche che usano le piccole aperture, e l'occhio umano nella brillante luce ambo l'atto come una macchina fotografica di foro di spillo.
La GFP green fluorescens protein

Proteina proveniente da meduse fluorescenti scoperta da : Osamui Shimomura. 

La green fluorescent protein (GFP, in italiano proteina fluorescente verde) è una proteina espressa nella medusa Aequorea victoria. Grazie alla sua proprietà di fluorescenza, alle sue modeste dimensioni e alla possibilità di modificarne entro certi limiti le sue caratteristiche spettroscopiche, la GFP è diventata negli ultimi decenni un diffuso strumento per esperimenti e tecniche di biologia molecolare. La GFP, se colpita e eccitata da una radiazione ad una specifica lunghezza d'onda, è in grado di riemettere luce di colore verde acceso. Sono ormai molte comunque le forme di GFP modificate, in grado di assorbire e emettere radiazione diverse da quelle della proteina originaria.
H2B-GFP è l’istone che la fa entrare nel nucleo 

Myr-GFP miristillazione l’indirizza sulla membrana

Tau-GFP marca solo i microtubuli.

Tziel ha modificato la GFP originale ottenendo delle varianti di colori diversi. Oggi si chiama EGFP è più resistente. 

Come ogni proteina fluorescente, anche la GFP deve prima essere colpita da una radiazione, con lunghezza d'onda e quindi energia, che permetta ad alcuni suoi elettroni di passare nello stato eccitato (fase di assorbimento); dopo un breve istante di tempo, gli elettroni ritornano nello stato fondamentale (stato iniziale) e riemettono un'altra radiazione, con energia però inferiore a quella iniziale (fase di emissione). Nel caso della GFP, l'assorbimento ha dei picchi con radiazioni a lunghezze d'onda di 395 nm e 475 nm. L'emissione avrà un picco massimo intorno a 505 nm. Questo significa che può essere utilizzata, per eccitare la proteina, sia una radiazione ultravioletta (395 nm), sia una radiazione nello spettro visibile (475 nm), in particolare di colore blu. In entrambi i casi la GFP emetterà una radiazione di colore verde (505 nm). In genere sono utilizzate per l'assorbimento radiazioni blu, per evitare i rischi legati all'uso di raggi UV. La GFP espressa in Aequorea victoria è definita anche GFP wild type e fa parte della prima classe di queste proteine. Esistono in tutto sette classi, distinte in base al tipo di mutazione (o di mutazioni) rispetto al wild type e alle conseguenti diverse caratteristiche di assorbimento e di emissione. Le GFP di classe II e III, ad esempio sono molto simile alla GFP di classe I, ma presentano uno solo dei due picchi di assorbimento in essa presenti. Della classe IV fanno parte le cosiddette YFP (yellow fluorescent protein), che fluorescono nel giallo, invece che nel verde (shift batocromico), hanno un intensità maggiore, ma hanno una maggiore sensibilità al pH e agli alogenuri. Alla classe V e VI appartengono rispettivamente le CFP (cyan fluorescent protein) in cui vediamo la sostituzione di una tirosina con un 66-triptofano, che emettono con color azzurro-grigio e le BFP (blue fluorescent protein), che emettono nel blu. Le diverse forme di GFP sono ottenute tramite mutagenesi casuale o mutagenesi sito specifica del suo gene. Mutazioni sono introdotte anche per modificare caratteristiche come intensità di emissione, velocità di folding, sensibilità al pH. La mRFP (m sta per monometrica!) proteina rossa isolata in natura hanno l’inconveniente di dimerizzare e tretramerizzare causando degli artefatti. 
Applicazioni

La luminescenza di GFP è un fenomeno intrinseco alla stessa proteina e non richiede substrati né enzimi, quindi questa è molto usata come marcatore nelle indagini di identificazione e localizzazione subcellulare delle proteine. In questi saggi la sequenza nucleotidica della proteina X da identificare viene fusa con la sequenza nucleotidica di GFP in un vettore di espressione che solitamente è un plasmide. Il plasmide ricombinante viene inserito nella cellula eucariotica, solitamente tramite elettroporazione, in modo che, una volta all'interno della cellula, il plasmide si integri nel genoma per ricombinazione sito specifica all'interno del gene per la proteina X. Questo processo porta all'inattivazione del gene selvatico per X e all'espressione del gene ricombinante per X-GFP. L'identificazione e localizzazione subcellulare di X-GFP può allora essere visualizzata tramite la microscopia a fluorescenza che rivela i segnali prodotti da GFP e che quindi identificano anche X. Questa tecnica è molto potente in quanto la localizzazione della proteina studiata viene rivelata in vivo ed è possibile seguirla anche nel tempo.
FRAP: fluorescence recovery after Photobleaching:
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è la tecnica di recupero della fluorescenza in una regione del campione ben definita, dopo il processo di bleaching (rimozione del colore). 
L'effetto FRAP deriva dal movimento di un fluoroforo non danneggiato dall'area circostante, all'interno della regione che ha subito il bleaching.

La FRAP è utilizzata per misurare le dinamiche della mobilità molecolare 2D e 3D, ad esempio in diffusione, trasporto o ogni altro tipo di movimento di molecole fluorescenti nelle membrane o cellule viventi. Viene utilizzata per esempio per vedere se una proteina marcata è permeabile alla membrana nucleare e entra nel nucleo: si elimina la fluorescenza nel nucleo e si calcola il tempo di ricomparsa della fluorescenza. Si fa una comparazione delle due regioni.
È una tecnica sfruttabile per l’analisi del traffico vescicolare. 

Si possono fare analisi con 96 pozzetti: High-content in cui viene fatta una foto ogni tot minuti a tutti i pozzetti. Si possono testare più molecole insieme. 

Altre tecniche:

1) FRET fluorescence resonance Energy transfert. Consiste nel trasferimento di E tra due molecole che si trovino molto vicine o in risonanza. Le condizioni necessarie effinchè questo avvenga è che lo spettro di emissione del donatore e quello di eccitazione dell’accettore devono coincidere. L’orientamento del dipolo deve essere parallelo. La distanza deve essere compresa tra i 10 e i 100°. La FRET può essere individuata come graduale apparizione dei fluorescenza dell’accettore o graduale scomparsa di fluorescenza del donatore. È una tecnica molto utilizzata per studiare la struttura e la conformazione delle proteine, la distribuzione spaziale e l’assemblaggio di complessi proteici. Interazioni proteina-proteina. Immunoassay, struttura e conformazione acidi nucleici. Distribuzione e trasporto dei lipidi. Usata per lo studio della attivazione di Ras e Rap1 nelle EGF
2) FRAP

3) IFRAP inverse FRAP: si attiva la fluorescenza in una determinata sezione e se ne studia l’attanuazione

4) FLIP fluorescence loss in Photobleatching: si inattiva ripetutamente la fluorescenza del nucleo e si valuta la perdita progressiva della fluorescenza nel citoplasma a causa delle molecole inattivate che vi migrano.

5) Photoactivation activating paGFP con 405-413 nm. Sono delle proteine attivate da una luce ad intensità diversa rispetto a quella di eccitazione. La prima esposizione modifica la proteina che è pronda ad essere eccitata con la luce di eccitazione a 488 nm. questa tecnica è molto utile per attivare le molecole fluorescenti in modo puntiforme all’interno di una cellula. 

6) TIRF: total internal reflection fluorescence:La visualizzazione di processi che hanno luogo vicino la membrana di una cellula vivente è mutevole come la risoluzione necessitata per questo scopo che non può essere realizzato attraverso fluorescenza di widefield tradizionale né attraverso microscopi di confocali. La soluzione al problema è offerta da una tecnica nella quale è eccitato solamente un strato sottile di fluorophores. Il microscopia di TIRF è particolarmente ben appropriato per questo. Il principio sul quale è basata questa tecnica, si possono eccitare solo molecole di uno strato di 100-200 nm sotto il copri vetrino. 
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La microscopia a due fotoni: si risolve il problema del microscopio confocale La nuova tecnica detta a 2 fotoni, messa a punto nei laboratori dell' Università di Cornell in Ithaca, si basa sul principio che prevede la possibilità, l'evento quantistico, in cui due fotoni giungono simultaneamente sulla molecola di fluoroforo. Se questo evento si verifica e i due fotoni hanno in totale energia sufficiente a portare la molecola allo stato eccitato, si può avere lo stesso effetto dell'eccitazione che si otterrebbe con un singolo fotone con la stessa energia. Questo processo è schematizzato in figura 1. Prima un singolo fotone di lunghezza d'onda nel visibile o nell'ultravioletto, da solo era in grado di portare allo stato eccitato, perché possedeva energia (E=h v) sufficiente, ora con questa tecnica un fotone di lunghezza d'onda doppia, cioè nell'infrarosso, arriva sulla molecola e porta la molecola in uno stato proibito, posto a circa metà tra i due stati concessi. Questa situazione quantisticamente si traducerebbe in un rapido ritorno allo stato originario senza emissione, se non si considera che il laser (all'infrarosso) lavori con impulsi ultrabrevi di elevata potenza, e l'elevata concentrazione luminosa nel fuoco ottenibile con un obbiettivo ad alta apertura numerica, si ha la possibilità che al primo fotone segua entro un intervallo di tempo brevissimo, dell'ordine dei femtosecondi, un altro fotone che porti la molecola dal semi-stato proibito allo stato eccitato permesso, cioè fare lo stesso procedimento di un fotone ad alta energia con due fotoni a metà energia purché ciò avvenga in tempi brevi. Con questa legge si capisce che la fluorescenza è presente praticamente solo nel fuoco e non sopra e sotto il piano focale, perché l'intensità luminosa decrescendo in modo quadratico con la distanza dal fuoco, risulta insufficiente. Si può avere un idea osservando la foto di figura 3, dove nella parte alta si ha l'eccitazione con un sistema a fotone singolo, e si vede che la fluorescenza si trova prima e dopo il fuoco, mentre nella parte bassa con eccitazione a fotone multiplo la fluorescenza è visibile solo in un punto. In questo modo si ottiene meno fluorescenza di fondo, un maggior rapporto segnale rumore togliendo la necessità di usare l'apertura confocale per eliminare la fluorescenza indesiderata, con un con seguente miglioramento della risoluzione sia nelle sezioni che nelle scansioni a 3 o 4 dimensioni (3 spaziali più il tempo). Si può confrontare la differenza delle immagini ottenute da uno stesso campione usando i due metodi differenti osservando la figura 4: si vede la netta differenza tra la parte alta e la parte bassa, nel secondo caso in cui sono meglio definiti i contorni e si distinguono certi particolari che prima non erano visibili. Usando inoltre radiazioni infrarosse si hanno minori effetti di fototossicità e sbiancamento dei tessuti (fotodecadimento). Riducendosi l'assorbimento della radiazione incidente e non essendoci la necessità del pinhole, si ha la possibilità di eseguire scansioni a profondità maggiore.

Movimenti dei tumori: le cellule tumorali possono, arrivate ad un certo stadio, migrare ed andare a contaminare altri tessuti da quello di partenza. Le cellule neoplastiche si staccano dal melanoma e attraverso i vasi sanguigni migrano all’interno del corpo. Con le tecniche microscopie a fluorescenza si possono visualizzare tali migrazioni. 
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