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198 RASSEGNE

a

Riassunto. -— Scopo di questa rassegna & quello di introdurre le tec-
niche di diffrazione e di filtraggio ottico come metodi di analisi di micro-
grafic elettroniche e di presentarne, pur senza alcuna pretesa di completezza,
gli aspetti teorici fondamentali. Vengono altresi forniti gli elementi necessari
alla interpretazione delle figure di diffrazione, sia per strutture periodiche
piane che per strutture a simmetria elicoidale, insieme ad alcuni esempi
applicativi.

Summary (Diffraction and optical filiering of electron micrographs as
methods of periodical structure analysis). — The aim of this review article
is the introduction of the diffraction and optical filtering techniques as
methods for the analysis of electron micrographs, We also introduce the
main theoretical aspects although we do not aim at completeness. Fur-
thermore, the necessary clements are given for the interpretation of the
diffraction patterns of periodical structures both plane and helical, together
with some applications,

INTRODUZIONE

L’applicazionc dei metodi di diffrazione ottica all’analisi di micrografie
elettroniche di strutture periodiche & stata introdotta per la prima volta
da Kruve & BERGER (1964}, proponendo a tale scopo P'impiego di un diffrat-
tometro ottico del tipo realizzato da Tavror, HinbE & Lipson (1951} per
la interpretazione di figure di diffrazionc a raggi X.

La tecnica venne proposta in alternativa ai metodi di integrazione
fotografica dell'immagine descritti in precedenza (MArkBAM, FREY & HiLLs,
1963). Lo studio di micrografie elettroniche mediante la diffrazione ottica
permette di rivelare, attraverso una completa analisi di Fourier delle imma-
gini, ogni eventuale periodicita presente; il metodo consiste mell’ntilizzarc
le micrografie elettroniche come reticoli per ottenere le corrispondenti figure
di diffrazione di Fraunhofer.

Data la sensibilita della tecnica, le informazioni che se ne possono
ricavare danno un contributo indispensabile alla corretta interpretazione
delle strutture studiate ed in particolare di quelle che si trovano al limite
del potere risolutive delle tecniche di osservazione impiegate.

Cid risulta particolarmente evidente quando alla tecnica della diffra-
zione ottica si affianchi quella del filtraggio ottico proposta da Krue &
DE Rosier (1966), che permette di giungere ad una immagine « ricostruita »
da cui risulta eliminato il rumore di fondo presente sulla micrografia originale;
va tuttavia osservato che questa tecnica deve essere utilizzata con parti-
colari precauzioni ad evitare possibili artefatti.

Ann, Ist, Super, Sanitd (1972) B, 107328



DONELLI E PAOLETTI 199

1) TRASFORMATE OTTICHE DI FOURIER

Il problema generale della diffrazione della luce, ciod della propagazione
di un'onda elettromagnetiica in presenza di ostacoli, consiste nell’ottenere
una soluzione all’equazione delle onde:

RY a4 4 a4
A48 2y 3

che soddisfi alle condizioni al contorno imposte dagli ostacoli stessi. Nella (1)
la funzione d’enda ¥ rappresenta il campo clettromagnetico e ¢ la velo-
¢itd di propagazione dell’onda.

Una trattazione generale del problema (BoRn & Wour, 1964) risulta
estremamenie complessa; tuttavia, se si approssimano le effettive condizioni
al contormo individuate dalla situazione sperimentale mediante le cosid-
dette « condizioni al contorno di Kirchhoff» si pué giungere ad una tratta-
zione del problema relativamente semplice che, seppure approssimata,
risulta in buon accordo con i dati sperimentali. Le condizioni al contorno
di Kirchhoff (essendo P un punto dello spazio interamente circondato da ano
schermo opaco £ con una o pii aperture 4, ed S una sorgente puntiforme
di onde monocromatiche (Fig. 1), corrispondono ad assumere sull’intera

1 »¥
Y (1)

Fig. 1. — Geometria della diffrazione r
attraverse un’apertura,

apertura 4 ghi stessi valori, per Ia funzione d’onda ¥ e la sua derivata
normale 7 X grad ¥, che queste avrebbero se lo scherme £ non ci fosse; ¢ ad
assumere ancora ¥ ed 71X grad ¥ nulle su tutto Q.

Se si suppone inoltre che la distanza rg della sorgente, la distanza r,
dell’osservatore dallo schermo ¢ le dimensioni dell’apertura 4 siano grandi
rispetto alla lunghezza d’onda A, la funzione d’onda nel punto P si potra
scrivere mediante la formula integrale di Fresnel-Kirchhoff che & soluzione
della (1) per un’onda scalare monocromatica nel caso appuato delle con.

dizioni al contorno di Kirchhoff :

el 2a

) _ i e+ rsh

W, e—iet j e ’ (cos 8, + cos O)
A

57 d4 (2)

P (P) = —

rP-rs

Ann. Ist. Super. Senitd (1972) 8, 197-228



200 RASSECNE

dove ¥, & l'ampiezza dell’onda alla distanza unitaria dalla sorgente S, w
la frequenza angolare, A la corrispondente lunghezza d’onda e f e 6,
rispettivamente gli angoli che le direzioni di rg ed r, fanzo con # vettore
unitario » normale all’apertura.

La (2), valida a rigore solo per onde scalari, come ad esempio le onde
sonore in un gas, pud essere tuttavia applicata con buona approssimazione
anche nel caso di onde vettoriali, come le onde elettromagneticke, eccetto
che nelle questioni direttamente conuesse con il fenomeno della polarizza-
zione. Particolarmente importante, ai fini delle applicazioni sperimentali,
¢ il caso della diffrazione ottica nelle condizioni limite di Fraunhofer. Tale
limite corrisponde al caso in cui la sorgente S e I'osservatore P soro ad una
distanza infinita dall’apertura, cioé al caso in ecui le dimensioni dell’apertura
sono piccole rispetto alle distanze r; ed r, e lc onde incidenti e le onde
diffratte sono onde piane.

Nellz diffrazione di Fraunhofer la (2) pud essere riscritta in una forma
semplificata; in questo caso r;ed r, e gli angoli 85 e 0, si possono consi-
derare costanti sull'intera apertura 4. Cid consente di pertar fuori dal segno
di integrale nella (2) il fattore 1/r, - r ed il fattore (cos 0, - cos f5) con
il loro valor medio; il termine esponenziale deve essere invece tenuto entro
il segno di integrale poiché¢ la quantitd 2 7 (r, + rg) /4, essendo rp € 1
grandi rispetto 8 A, pud ancora variare di un fattore paragonabile a 7.

La (2) si pué allora riscrivere :

'I’(P):CO./;e

dove Co ¢ una opportuna costante complessa che ora comprende anche i
fattori portati fuori dal segno di integrale.

Se si introduce un sistema di riferimento nel piano dell’apertura A con
origine in un punto O del piano stesso (Fig. 2} il cammino 5 (V) +-rp (V)

2
iT {rp -+ rp)

(3)

Fig. 2. — Diffrazione nel limite di
Fraunhofer.

dell’onda passante per il generico punto ¥ dellapertura 4 sard dato dalla :
T pg (V) + e (V) =15(0) + 1, (0) + H,V + V H,. (4)

R - o oL et Ann, JIet, Super, Sanita (1972) B, 187-228



DONELLI E PAOLETTI 201

Chiamando S, ed §, i vettori unitari rispettivamente nella direzione
dell’onda incidente e nella direzione dell’onda diffratta, ed indicando con v
il vettore nel piano dell’apertura da @ a ¥V, si potra scrivere: H, V = §1 X ;;:
VH=— §,>(;, e percié ancora:

rs (V)Y 3+ rp (V) = r(0) + 1, (0) + (5, — $))xv (3)

Essendo poi rg (0) + rp (0) una costante, l'integrale (3) si potra riscri-
vere nella forma :

a - o
2 Sy S

¥ (P) = C, / e (6)

2
i =2 [r5(0) + rp (O]
con C, costante complessa comprendente C; ed ¢ 2 s@ 301

La (6) rappresenta la funzione d’onda nel punte P nel limite di
Fraunhofer. Caratteristica ¢ssenziale della (6) ¢ di avere la forma mate-
matica della trasformata di Fourier di una funzione diversa da zero sulla
apertura ed uguale a zero al di fuori di questa. Cid permette di conside-
rare le figure di diffrazione nel limite di Fraunhofer come le trasformate
di Fourier ‘delle aperture (TAvior & LresonN, 1964; Lipson, 1972),

Per soddisfare sperimentalmente le condizioni di Fraunhofer, si utilizza.
una disposizione come quella schematizzata in Fig. 3.

Fig. 3. — Condizioni sperimen- i R i
tali per la diffrazione |
nel limite di Freun- 3 — |
hofer. — =
Ly Ly
A F

L’apertura 4 ¢ illuminata da una sorgente puntiforme S posta mel
fuoco della lente convergente L,. Una seconda lente convergente L, & posta
dietro 'apertura e la figura di diffrazione & osservata sul piano focale F' di
quest’ultima. :

In tal modo sia il froute d’onda incidente su A che i fronti d’onda
diffratti da 4 sono rigorosamente piani e la lente L,, focalizzando i fronti
d’onda diffratti sul piane F, porta la figura di difirazione a distanza
finita.

dnn. Ist. Super, Sanita (1972) 0, 197-228



202 RASSEGNE

2) LA DIFFRAZIONE DI UN RETICOLO PIANOC

a} Reticolo piane

Un reticolo piano & una distribuzione periodica di punti su di un pianc
(Fig. 4) per cui risulta possibile individuare due vettori ae b che chia-
meremo le traslazioni elementari, tali che comunque si scelga una trasla-

- » » . . . .
- + ." - . . .
R Fig. 4. — Traslazioni elementari di un
y L]
. * ot ‘?'f - reticolo piame e corrispon-
b <2asie dente alla elementare,
— . — e — S e — e —
a
. . v . . - .
. . 'r . . » .

-~

zione T che riporta il reticolo su se stesso, questa si possa scrivere T = n,
e +n,73 con n, ed n, interi opportuni.

Per ogni reticolo piano ¢ possibile determinare piu di una coppia di tra-
:glazioni elementari ; si verifica subite, ad esempio, che se a, b sono trasla-
zjoni elementari di un certe reticolo, le sono anche a, —te — &: b.

Il parallelogramma mleldl.li to dai vettori @el & detto cella ele-
mentare del reticolo. I vettori @ e b individuano una coppia di assi di rife-
rimento; ogni punto del reticolo risulta in questo mode individuato da une
coppia di numeri interi.

Una retta reticolare & una - //

retts passante per una serie di S

punti del reticolo; per ogni re- ) f f / .//
ticolo piano esiste un numero N .
infinito di fasci di rette retico- ] W / {0,1)

lari individuabili mediante una
coppia di numeri interi, gli in-
-dici di Miller del fascio.

Tali indici si possvno de-
terminare (Fig. 5) conside-
rando che rette successive di
un, faseio ta_glinn?' gli assi di _
riferimento @ e b rispettiva- Fig. 5. — Fasci di rette reticolari con Pindicazione
mente ad intervalli a/h ¢ b/k, dei relativi indici di Miller.

Ann. Yet. Super. Saritd (1972} & 197-228



DONELLI E PAOLETTI 203

ove h e k soro numeri interi primi fra loro, e si indicano con la scritta (h, k).
Secondo tale definizione, per un fascio di rette parallele ad uno degli
assi di riferimento il corrispondente indice di Miller sara zero; per un fascio
di rette che interseca uno degli assi dal lato negativo il corrispondente
indice di Miller sara negativo e verra indicato con un segno meno sopra
I'indice stesso.

b) Reticolo reciproco

Si definisce come reticolo reciproco R* di un dato reticolo R, quel

. -
reticolo le cui traslazioni elementari a* e b* sono definite dalle:

a*xa— b*xb—=1
o & ok 4 (7
a*xb=axb* =0

in cui @ e b sono le traslazioni elementari di R.
Dalle (7) discendono le seguenti proprieta di R*:

[) Il reticolo reciproco del reticolo reciproco coineide con il reticolo
iniziale :

(R*)* = R (8)

IT) Il prodotto scalare di un vettore del 1eticolo reciproco con un
vettore del reticolo iniziale & uguale ad un numero intero :
[re i nlsel Fn. 1l < lioe 38 Pl e Bl e P
\r*(i,7)| X r(h, k)| =|ia* +jb* | x lha + kb =ih+-jk (9)
IIT) Il vettore re (h, k) del reticolo reciproco & normale al fascio di
rette di indici (h, k) del reticolo iniziale:
considerando infatti un vettore parallelo al fascio di rette di indici (h, k),

- a b per A > 3 a b
- io il ve e e g gk = * * e e
ad esempio il vettore r ; 5 iha:r* Xr=(ha* +kb ))((l k) 0

IV) 1l fascio di rette di indici (k, h) di R* & perpendicolare al fascio

di rette di indici (h, k) di R:
> * *

infatti il vettore v* = —“T -+ bk ¢ evidentemente parallelo alle rette

di indici (k, k) di R*, ma allora lo & anche il vettore r* (h, k) = hk v*.

V) La spaziatura d (h, k) fra le 1ette del fascio di indici (h, k) di R

¢ uguale ad 1/|r* (h, k)

infatti se n & un vettore unitario normale al fascio (h, k). la spaziatura
sara data da:

a(h klz-::x;:;*(h,k)x:s: S S
' h (™% (hk) | B 7% (hK)| b (% (hK)|

Ann, Ist. Super. Sanita (1972) 8, 197-223



204 RASSEGNE

¢) Trasformata di Fourier di un reticolo piano

Per caleolare la figura di diffrazione fornita da un reticolo piano nelle
condizioni di Fraunhofer (ELsore & Hearp. 1969). considereremo i punti
del reticolo come centri di diffusione dell'onda incidente. ciod come sorgenti
puntiformi di onde secondarie, aventi la stessa lunghezza d'onda dell’'onda
piana incidente, la cui fase risulta determinata dalla direzione di propaga-
zione di questa ultima.

L'integrale (6), che fornisce la funzione d'onda diffratta nel punto P,
si riduce in questo caso ad una sommatoria dei contributi provenienti da
turti i centri di diffusione del reticolo:

Z2a > > »
1 —— (5, —8)xeih.k

P(P)=C, L ¢ ° (11)
Tihk

» > E— -

conv (h.k)=ha-+ kb a ¢ b una coppia di traslazioni elementari del
- . . =

reticolo ed h e k numeri interi. Esplicitando ¢ ¢ separando le due somma-

toric su h ¢ k la (11) diventa:

[N 22483l 1S 228 Bt |
‘f’{P)_ﬂC,‘Z(’ 2 H__a A o (12)
h t k

Considerando un reticolo i cui valori di h ¢ k siano compresi rispettiva-
mente tra 0 ¢ H ¢ tra O ¢ K, cioi un reticolo con H - K celle elemen-
tari, la ¥ (P) assumerd la forma:

Wit 7 | > - . 2= > - B
1 i A—H{-‘-.—-S,]xn ] i ,t_hlh‘_'b’ij
—_— L
¥ (P)=C | —°_ _— = N | (13)
L2 - - > - -» -
L (Bi—%)xa :—;-lb.—-b,)hb

L’intensita I (P) della radiazione diffratta nel punto P & poi data dal
modulo quadro dell'ampiczza d’onda:
T - - - |2 T - - -+ |2
sen — H (§,-8,) Xa sen —- K(5,—8S;)xb

H sen _;z_ {S:—-i)x: K sen % (§‘_ gz)xb

I(P)=|¥(P)f=1I, (14)

-»> -»>

in cui I, ¢ l'intensita dell'onda difiratta quando S, = S,.
Per valutare il significato fisico dell’espressione ottenuta, consideriamo
sen® H g

la funzio ne —IT'-‘a_en‘—q_

, periodica di periodo m, nell'intervallo 0. . Tale

Ann. Ist. Super. Sanitd (1972) 8, 197-228



DONELLI E PAOLETTI 205

funzione (Fig. 6) presenta i suoi massimi principali in corrispondenza dei
valori di 7 uguali a O e =, per i quali:

lim sen® H g
n+x H*sen®y

ol (15)

)

Fig. 6. — Andamento della funzione [sen H n/H sen 1]* per H = 10 nell’intervallo 0, 7.
g

L’ampiezza di tali massimi si pud calcolare considerando che il primo

. sen* Hy ; PR
zero di T b si ha quando # varia da @ a @ 4 ¢, dove ¢ & il pilt
piccolo valore non nullo per cui sen He = 0; cioé¢ si ha quando He = n
ed £ = K. . L’ampiezza dei massimi principali risulta quindi inversamente

H p P p quin

proporzionale ad H ed assume valori sempre piit piccoli al crescere del
numero di centri di diffusione del reticolo,

Gli altri zeri della funzione corrispondono a quei valori di 7 che ren-
2a 3z 4=
"B " H
due massimi principali consecutivi cadono H -1 zeri.

Per quanto riguarda i massimi secondari, si pud verificare facilmente
che questi cadono approssimativamente a meta fra due zeri consecutivi ;

dono H % multiplo intero di @, cioé , ecc.; quindi tra

o . '3 s g . 3=
con buona approssimazione si avranno percid valori di # uguali a TH
5 = ; ;
> T Per il secondo ece. Per valori abbastanza

grandi di H l'altezza del primo massimo secondario si pud ottenere dalla :

per il primo massimo,

211
lim el 1 9 AR
p> :( )30,04
e H*sen’i—i— i,
2 H

Ann, Ist. Super. Sanita (1972) 8, 167-228




206 RASSEGNE

Tenendo conto della (15) si vede subito come laltezza dei massimi
secondari risulta inferiore per uno o pitt ordini di grandezza a quella dei
massimi principali.

Le considerazioni precedenti giustificano come una immagine di diffra-
zione sia in genere formata dai soli massimi principali ¢ come la loro am-
piezza sia inversamente proporzionale al numero totale di celle elementari
del reticolo di diffrazione.

Dalla (14) si deduce che le direzioni :2 lungo le quali sono osservabili
i raggi diffratti sono date dalle :

:; (gl ;‘E?_)x;; IT:T
(16)
& —;-; [SI—IS-‘_.]XE;‘::J.T
cdn i ¢ j interi qualsiasi.
Le (16) sono note come le equazioni di Laue.
y K8 , g cie
Introducendo il vettore & = -—-'—-Z-—-'-- , considerando i suoi compo-

nenti G, ¢ G, rispettivamente normale ¢ parallelo al piano del reticolo di

diffrazione. ¢ tenendo conto infine che i prodotti scalari di G, con a ¢ b
sono uguali a zero, le (16) si possono porre nella forma:

.;l‘

Sy

GpX
(17)

(L]
oy

pXb=]

Ricordando la relazione (9) & facile riconoscere che le equazioni di Laue

> -
vengono soddisfatte quando G, & uguale ad un vettore I'* del reticolo reci-
proco; cioi le condizioni di diffrazione si possono esprimere con la:

G, =V* (18)

d) Diffrazione a piceolo angolo di un reticolo piano

Consideriamo una disposizione sperimentale per la diffrazione di Fraun-
hofer come quella schematizzata in Fig. 7. L'onda incidente §1 & normale
al piano del reticolo di diffrazione A e le onde diffratte 32 vengono focalizzate
dalla lente convergente L sul proprio piano focale F ad una distanza f.

Ann. Izt, Supér. Sanita 11972) 8, 197-23%



DONELLI E PAOLETTI 207

iy

. - y
In questo caso il vettore G, si riduce ad —2- dove S,, & il compo-

A

nente di 3:, parallelo al piano del reticolo e la (18) si riscrive :

Sy =4 % (19)
A L F
| |
| |
Fig. 7. — Geometria della dif- [l i
T frend iccolo —l = [
ral:mn;. a piccolo u:;- 3 13 v _ [ij
golo di un reticolo ———-T) ot
piana, [ Lo
y f

L’onda b.", diffratta secondo un angolo # viene focalizzata sul piano F

-

ad una distanza D dal punto ove & focalizzato il raggio non diffuso,
data dalla :

D—frgh (20)

Nella diffrazione a piccolo angolo possiamo prendere tg # ~ sen 8, per
>
cui, essendo sen 0 = |S,, | alla (20) si puo dare la forma:

D=f 8, (21)

- >
Considerando infine le rispettive direzioni dei vettori D ed S,, pos-
siamo secrivere piit in generale la:

D. i ffsp (22
che per la (19) diviene :
D—fivs 23)

Dalla (23) si pud vedere che I'immagine prodotta focalizzando i raggi
diffratti sul piano focale della lente &. a parte un fattore di ingrandimento,
il reticolo reciproco del reticolo i diffrazione. almeno nel limite in cui
tg f ~ sen 0, cioé nel limite della diffrazione a piceolo angolo.

Ann, lzt. Super. Samitd 1973 8, WT-22=



208 RASSEGNE

3) LA DIFFRAZIONE DI STRUTTURE ELICOIDALI

a) Trasformata di Fourier di un’elica discontinua

Per studiare la diffrazione di una struttura elicoidale (VAINsHTEIN,
1966) considereremo la funzione d'onda diffratta come la trasformata di
Fourier (che d'ora in poi indicheremo con Voperstore @) della funzione

relativa alla distribuzione dei centri di diffusione della struttura stessa.

Il caso che el interessa trattare & quello di una
clica discontinuna H,. cieé quello di una distribuzione
regolare di centri di diffusione lungo un’elica: la fun-
zione Hy si pud pensare come il prodotto di un’clica
continua H, . di opportuno passo P. con un fascio di
piani paralleli I, . separati da ura distanza p (Fig. 8)
ciod :

H,=H.:L, (24)

La trasformata di Fourier & [H, (x.v.z)]. del
I'elica discontinua (Cocura~, Crick & Vawp, 1052;
Kive, Crick & Wyckorr. 1958) si puo allora serivere
come la convoluzione della trasformata @ [H (v, v.z)]
= FudX.Y.Z) dell’clica continua con la trasfor-

Fig. 8. — L'elica discontinua rappresentata eome il prodotto
di un’elica continua H, ¢ di wn fascio di plam
paralleli L, .

B
1

A

mata F [L,(x.v.2)] = F,, (V.Y .Z) del fascio di piani, con x.v.z,
ed XN.Y.Z. rispettivamente coordinate dello spazio reale e dello spazio

reciproco,
Si avri quindi:

FGH(2.v.2)]=F [Hy(x.¥.5) » Lp(x.,5,5)] =

i [ Rl ¥ B F X - X P =Y 2

(25)
ZydX dY dZ

La trasformata di un fascio di piani perpendicolari all’asse = nello spazio
reale ¢ separati da una distanza p. ¢ una distribuzione di punti lungo I'asse
Z dello spazio reciproco, separati da una distanza 1/p ; 'm-esimo punto si

trova allora ad una distanza Z, = m'p dall'origine,
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La trasformata di un’elica continua di passo P e raggio r, il cui asse
coincida con I'asse z dello spazio reale, risulta diversa da zero solo su piani
perpendicolari all'asse Z, nello spazio reciproco, separati da una distanza pari
ad 1'P. Sull'n-esimo di tali piani, per il quale Z, —= n/P, la & [H,] = Fn,
assume il valore :

F[Hln=Fg(R,¥Y.2,)=Js(2aRr)exp|in (¥ + 7/2)] (26)

ove J,_ ¢ la funzione di Bessel di ordire intero n ¢ R,¥  Z coordinate
cilindriche nello spazio reciproco.

La convoluzione di due funzioni & la distribuzione della prima di esse
secondo la legge specificata dall’altra: la trasformata di Fourier dell’elica
discontinua si pud allora ottenere sovrapponendo il sistema di piani della
F [H.] a ciascun punto della & [L,].

Come risultato la trasformata & [H,] sara diversa da zero solo su piani
le cui coordinate Z; sono fornite dalla :

b =—f— (27)

Dalla (27) si vede come Z; assume valori discreti solo se il rapporto
P p ¢ razionale: in tal caso sulla figura di diffrazione si ha una distribuzione
delle intensita dei raggi diffratti secondo piani distinti o « layer-lines»,

Sul piano di coordinata Z; sono presenti quelle funzioni di Bessel il cui
ordine n soddisfa la (27) quando m assume tutti i possibili valori interi:
la (27) & quindi una regola di selezione per ordine delle funzioni di Bessel
presenti sul piano Z; della trasformata.

Chiamando ¢ il tratto di cui bisogna traslare 'elica discontinua H, .
lungo P'asse z, per sovrapporla a se stessa, t il numero di giri dell’elica con-
tinua H_ contenuti in ¢ ed u il numero di «centri di diffusione» contenuti
in t giri, varra la ¢ = Pt = pu.

Alla (27) si puo allora dare la forma :

Zice=t-n4+u-m=I (28)

dove | & un numero intero, ed i piani Z; della trasformata si possono
indicare con lindice | stesso.

Da quanto precede si vede che per la & [H,] = Fgq sul piano Z; = l'¢
vale la:

F (Hd = Frg(R,W.Z) = 5,J,2aRr)expin(¥ +x/2)] (29)

in cui i valori possibili per gli indici n della sommatoria sono quelli forniti
dalla regola di seclezione (28), con [ fisso ed m intero, positivo, negativo
o nullo qualsiasi. o
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Nel caso piiv complesso di P p irrazionale. il tratto e. periodo assiale
dell’elica discontinua. ¢ assente. ciod ¢ = 2. ¢ la spaziatura 1 e fra i piani
della trasformata va a zero: ciod sulla figura di diffrazione non vi sono pii
degli effertivi piani distinti.

In pratica PP p pud essere approssimato da una qualehe frazione razio-
nale ¢ 4" che determina tatre le caratteristiche della bigura di diffrazione:
la distribuzione d'intensita risulta quindi concentrata sui « laver-lines»
individuati dal rapporto ¢ q’. ma poiché questo non corrisponde ad un
effettivo periodo della struttura. i « laver-lines» risultano allargati nella
direzione dell’asse Z.

b) Trasformata di Fourier di N\ eliche coassiali

Considerando il caso di N eliche discontivue coassiali collegate da un
ass¢ i simmetria di grado N, la (24) <i ricerive:

Hyy = gL, (30
dove Ja funzione H. . rappresenta ora N eliche continue coassiali,
Per determinare le proprictd della @ [H | teniamo presente che una

"
. . - - - . - :r - - -
rotazione di H, . imtorno all’asse = di un angolo pari a7 laseia la funzione

N
inalterata ¢ che questa rotazione ¢ equivalente ad una traslazione pari a
PN lungo lo stesso asse: (!nlm una tale traslazione la I i pud serivere:
Hoo (x.v.2)econ 2=z PN, e per quanto si & detto sopra :
Ho iz %l =Hel@xasuw PNy =Hglv 8.8 (31)
da cui conseguentemente :
F [Hip(xix:8)) = F [Hoclx 1553)] (32)

Daltra parte esplicitando la & [H..v.v.2) | =i ha:

T Hec(£:5:3)] = [Heg (35 S)eitrieX=g¥2ind g dydS =

2 FX o T
:.[u,_\.(x,,\'.:-+~W)¢*-=--~—~> 2" " Nldxdvdz =

:2::—? z
=e N F[He(x,y,2)] (33)
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Confrontando le (32) e (33) si vede che il fattore di fase e 'j:'z deve
essere uguale a 1; inoltre poiché sull'n-esimo piano Z_ della ¥ [H.y)
valela P . Z, — n ed il fattore di fase diviene ei2” % , t deve essere multiplo
intero di N.

Da cid consegue che nella & [H,.] non sono presenti piani Z, su cui
compaiano funzioni di Bessel i cui ordini non siano multipli di N, e la corri-
spondente spaziatura aumenta da 1/P ad N/P.

E evidente allora che la & [H,,] ¢ ancora data dalla (29) in cui i possibili
n sono ora forniti dalle due regole di selezione :

l—=tn +um
(34)
n=k:N
ove k & un intero positivo, negativo o nullo,

Si pud dare una semplice interpretazione geometrica delle regole di
selezione (34) considerando il reticolo reciproco della proiezione radiale
dell’elica discontinua,

Se su tale reticolo reciproco si introduce un sistema di coordinate
mediante un asse orizzontale « n» ed un asse verticale « I», in modo che
ciaseun punto sia caratterizzato da una coppia di interi n, [, ¢ facile verificare
come tutti i punti vengano a trovarsi su rette le cui equazioni sono date
dalle (34); cid significa che 'esistenze di un date punto di coordinate n !/
implica la presenza della funzione di Bessel J, sull'l-esimo « layer-line»
della figura di diffrazione.

Il grafico che si pud costruire introducendo tale sistema di indiei sul
reticolo reciproco viene generalmente chiamato grafico (n ).

¢) Calcolo della trasformata della proiezione di una
struttura elicoidale

La particolare configurazione di una struttura clicoidale & tale che,
in genere, le relative immagini elettroniche possono essere considerate come
proiezioni normali all’asse longitudinale della struttura stessa.

La distribuzione di densita su una micrografia elettronica per un’elica
H (x,y,z), il cui asse longitudinale si assuma coincidere con P'asse z, sari

data quindi dalla :
o(y,s) =S H(x,y,z)dx (35)
per la trasformata F [0] si ottiene allora :
Fo(y,2)]=([fH(x,y,3)dx]e'?>0Y+:2dyds=
= [JIH(x,y,3) ei*sxY+stidxdyds = F [H](0,Y,2) W
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Dalla (30) si vede cioé che la trasformata di o (v .z) pud esscre consi-
derata come la trasformata dell’elica tridimensionale H (x.v . z) sul piano
X=0

Nella disposizione sperimentale di paragrafo 1. Fig. 3. la trasformata
della @ (v . z) ¢ osservabile sul piano F: ciod tale piano corrisponde al piano
X = 0 dello spazio di Fourier.

Nel punto P del piano della figura di diffrazione, Uintensita delle onde
diffratte sari data allora dalla:

I(P)=|g [Hd](P)} SIs(2xR1,) 2 (37)
ricavata dalla (29) tenendo conto che nel piano X = 0 la coordinata cilin-
drica ¥ assume i valori ¥ = ': e W — - 7 rispettivamente per Y posi-

tive e negativo, e che Uintensita della radiazione diffratta ¢ data dal modulo
quadrato dell’ampieczza.

4) LA TECNICA DEL FILTRAGGIO OTTICO

La teenica del filtraggio ottico (Kive & D Rosier, 1966) consente
di ricostruire migliorata 'immagine di partenza. operando la trasformata
ottica della relativa figura di diffrazione.

Con un procedimento sperimentale sostanzialmente semplice si possono
cseguire due tipi di « filtraggio ottico» delle micrografie elettroniche : pro-
durre immagini finali dalle quali sia stato « filtrato» il rumore di fondo
presente sulla micrografia elettronica, o immagini finali dalle quali sia stato
« filtrato» il contributo fornite da strutture sovrapposte a quella che si
intende osservare.

Come vedremo nel seguito il procedimento tecnico ¢ nei due casi,
essenzialmente lo stesso, ma i principi teorici sono diversi,

a) Immagine media

L'immagine elettronica di una struttura periodica. o di una distribuzione
regolare di elementi simili, mostra spesso notevoli variazioni nei dettagli
dei componenti stessi.

Tale variabilita pud essere dovuta a piu fattori che si manifestano tutti
insieme come « rumore di fondo» della micrografia elettronica: danni subiti
dal preparato, colorazione irregolare, struttura granulare del supporto, ecc.
In questi casi pud essere conveniente realizzare una « immagine media»
(Fraser & MiLLwaRrp, 1970) della struttura, mediante la « sovrapposizione »
di un certo numero di immagini, con la conseguente riduzione del rumore

di fondo.
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Per ottenere cid & possibile utilizzare il fatto che '« immagine media » di
una struttura periodica o di una distribuzione di elementi simili su di un
reticolo, & parte della convoluzione della immagine originale con il reti-
colo stesso che, pit brevemente, indicheremo come la funzione di media
dell’'immagine.

Questo ¢ illustrato in Fig. 9. ove la micrografia & rappresentata dalla
distribuzione regolare di elementi identici u,v.,w, ¢ la funzione di media
dal reticolo x,y.z, di periodo corrispondente.

Dalla Fig. 9 risulta evidente come «l'immagine media» desiderata
sia fornita dalla parte centrale della convoluzione, costituita dalla sovrap-
posizione dei tre elementi.

Micrografia Funzione di media
(]
u ¥ w x y z

Convoluzione

EEREE

(e fea|
Ve

Mey u w Vew

Fig. 9. — Immagine media ottenibile dalla convoluzione fra la micrografia e la corri-
spondente funzione di media.

Indicando con l'operatore F la trasformata di Fouricr, con l'operatore C
la convoluzione, con f, la micrografia clettronica ed f, la corrispondente
funzione di media, vale la relazione :

{7 [g’{fl} » 9' U_rH 2 C[fl"f!l (33)

Cio¢ I'operazione di convoluzione pud essere eseguita facendo la tra-
sformata di Fourier del prodotto delle trasformate.

La & (f,) viene ottenuta sul piano di diffrazione F' di Fig. 10, mentre
la trasformata della funzione di media f, pud essere approssimata mediante

n L}
F
|
Ly I
| - STt T o
Fig. 10. — Condizioni sperimen- I =
tali utilizzabili per e
ottenere l'immagine | =
media di una micro- |
grafia. f 34)-3E) c[nh)
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aperture su di uno schermo opaco o: ponendo lo schermo ¢ sul piano di
diffrazione I si puo allora ottenere il prodotto & (f)) « & (f.). La convoluzione
richiesta, € [f,.f.]. la cui parte centrale fornisce « 'immagine media», @
la trasformata ottica della figura di diffrazione filtrata cosi ottenuta.

Fig. 11. — Costruzione della tra-
sformata di Fourier
F (f.) di una funzio-
ne di media f, unidi-
mensionale.

o YWl

'l } ";1

Il numero n di immagini parziali che compongono '« immagine media »
¢ evidentemente uguale al numero di punti della funzione di media f.. Le
possibili alterazioni presenti nelle strutture studiate fanno i che. dopo un
certo numero n di clementi che nell'immagine si ripetono con un determi-
nato periodo, compaiano elementi spaziati con una periodiciti diversa;
il massimo valore utile di n risulta evidentemente quello corrispondente
agli elementi separati dallo stesso periodo, mentre per valori di n maggiori
la risoluzione dell'« immagine media» tende a diminuire. La parte della
immagine entro cui gli elementi stessi si ripetono con il medesimo periodo p
& definita come il dominio di coerenza dell'immagine stessa.

(o] O
(@] @]
Fig. 12, — Costruzione della tra- o o
sformata di Fourier
(9]
F (f.) di una funzio- O
ne di media f, bidi- ; p (@] O
mensionale, ' o) O
AR
e
Iy 313)

Cominciamo a considerare il caso in cui I'immagine originale sia costi-
tuita da una distribuzione periodica unidimensionale di elementi identici.
Se I & la dimensione del dominio di coerenza. la funzione di media f, (Fig. 11)
¢ una distribuzione lincare di lunghezza totale I periodo p. ed n = l/p
punti; la corrispondente trasformata pud essere approssimata da una serie
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di fenditure parallele, su uno schermo opaco, con una spaziatura proporzio-
nale ad 1'p ed una ampiezza proporzionale ad 1'n e quindi ad 1/ (para-
grafo 2e).

Consideriamo ora il caso pitt generale in cui 'immagine sia costituita
da una distribuzione di elementi su di un reticolo piano. Delimitando con
una circonferenza i diametro d il dominio di coerenza dell'immagine, la
funzione di media f, (Fig. 12) sara data da una corrispondente zona circolare,
di diametro d. del reticolo piano in cui sono contenuti un numero M. pro-
porzionale a d®, di punti reticolari: la corrispondente trasformata pud essere
approssimata da una serie di aperture, su uno schermo opaco. di diametro
proporzionale ad 1/} M, e quindi a 1 'd (paragrafo 2 ¢), distribuite secondo
il reticolo reciproco della funzione di media f,.

[l valore della costante di proporzionalita, ciod il fattore di ingrandi-
mento del reticolo reciproco necessario per determinare di volta in volta
Fampiczza delle aperture sullo schermo opaco, & funzione della disposizione
degli ¢lementi del diffrattometro ¢ pud venir convenientemente deter-

minato tarando lo strumento con un reticolo campione.

b) Filtragzio di strutture sovrapposte

L'immagine che si ottiene da un microscopio elettronico a trasmissione
puo essere il risultato della sovrapposizione di immagini di strutture che nel
campione osservato =i trovano su piani diversi,

Cio capita sistemaiicamente utilizzando la teenica di osservazione in
contrasto negativo che fornisce immagini che rappresentano la proiezione,
su un piano, della distribuzione tridimensionale del mezzo di contrasto.
Se le strutture sovrapposte possiedono una certa periodicita la teenica della
diffrazione ottica permette di separarne spazialmente, sul piano di diffra-
zione, i rispettivi contributi all'immagine firale.

La periodicita delle strutture da infatti origine ad una distribuzione
disereta di raggi diffratti, cosicche sulla figura di diffrazione & possibile
assegnare i vari massimi di intensitd a gruppi diversi, corrispondenti ad
altrettante strutture sovrapposte.

Utilizzando schermi opachi, opportunamente forati, posti sul piano
di diffrazione. & possibile selezionare tali gruppi di raggi diffratti; la tra-
sformata di Fourier della figura di diffrazione cosi « filtrata» fornisce allora
I'immagine della sola struttura che =i vuole studiare.

Una corretta selezione, sulla figura di diffrazione, dei gruppi di raggi
diffratti provenienti dalle diverse strutture pud essere tuttavia diflicile a
realizzarsi.

Puo accadere infatti che ad aleuni massimi delle figure di diffrazione
contribuiscano piit strutture. cosicchi la loro intensita risultera maggiore
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che se provenissero da una sola: nellattnare la ricostruzione  dell immagine
orcorrerit pereio attenuare opportunamente la loro intensiti.

Inoltre Pesclusione o meno di qualehe raggio diffratto pud portare a
grossolani artefatti; percio la figura di diffrazione deve essere studiata ¢
risolta. ¢ le strutture che la producono determinate. prima di procedere
alla operazione di « filtraggio».

3) 1L BANCO OTTICO

L apparato sperimentale eui =i fa riferimento in questo lavoro ¢ costi-
tuito dal diffrattometro ottico commerciale della Polaron Instruments Ltd
(Londra).

Gli elementi di tale apparato (Marway, 1908) sono montati su di un
banco ottico di precisione. a doppio binario. della lunghezza di 3 metri,
dotato di una graduazione millimetrica che permette la riprodueibilita di
posizione degli elementi stessi; la rigidita del banco ¢ assicurata dal suo
ancoraggio ad una doppia guida in acciaio.

Lintero apparato sperimentale poggia su di un supporto in legno ¢
feltro che ne garantisce Uisolamento da vibrazioni meccaniche.

Nella disposizione sperimentale utilizzata. la condizione per la diffra-
zione a piccolo angolo, ciot la possibilita di prendere tg 0 ~ sen 0. con
I'angolo 6 definito in Fig. 7. risulta completamente verificata.

La sorgente di luee a disposizione & un laser ad H, - N, la cui radiazione
ha lunghezza d'onda 2 ~ 100 4: i reticoli di diffrazione sono micrografic
elettroniche di strutture periodiche 1 cui periodi p. sulle micrografie. sono
in genere compresi pell'intervallo fra 1 mm = 17 A ¢ 10— mm 10% A,
Per gli angoli di diffrazione. dalla (19) =i ha:

= -
sen ') SN 2y = b V* (39)

r o
sen f risulta percio compreso fra 102 ¢ 10 ", ampiamente nel limite della
diffrazione a Ilit'l’n]n angolo.

a) Descrizione ¢ dr'spusf:fmh- def components otic

I componenti ottici dell’apparato possono essere raceolti. secondo lo
schema di Fig, 13, in tre gruppi distinti corrispondenti rispettivamente ai
sistemi di : illuminazione della micrograha elettronica « a». formazione della
figura di diffrazione « b» e ricostruzione delllimmagine « e».

11 primo gruppo dei componenti realizza un faseio di luce coerente di
grande estensione. Il laser (A4). del tipo He - Ne. con potenza di usecita di
1.0 milliwatt. costituisce una sorgente di luce coerente di diametro di eirea

2 mm e di lunghezza d'onda 2 — 06328 A.
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La lente biconcava (B), inscrita immediatamente dopo la sorgente
laser, genera un fascio divergente che viene limirato da un diaframma fisso
(C), di 300 g per eliminare gli effetti della aberrazione sferica della lente
stessa. e quindi collimato da una lente piano-convessa (D).

Tale sistema ottico permette di ottenere un fascio incidente sulla miero-
grafia elettronica (E) i circa 2.5 ¢m di diametro.

La micrografia elettronica ¢ fissata ad un supporto che ne permette
traslazioni su un piano perpendicolare all’asse del banco ottico.

|
DHI‘I - D’U . =NV T
: I |
: I
‘a BC DEF FlG A B M
\ » A y — e
a b :
Fig. 13. — Componenti ottici del diffrattometro.

Il secondo gruppo i clementi & equivalerte ad una lente convergente
di lunghissima distanza focale.

La figura di diffrazione di (I7) si forma sul piano focale (F) della lente
piana convessa (F); questa figura viene quindi ingrandita dalle due lenti
() ed (H) che insieme <i comportano come una lente convergente, ¢ proiet-
tata sul piano (J) dalla lente piane convessa (I). Variando opportunamente
la posizione di tali lenti e del piano (J). & possibile ottenere ingrandimenti
diversi per la ligura di diffrazione: il fattore di ingrandimento, cio# il prodotto
fra i periodi sulla micrografia clettronica e le distanze fra i corrispondenti
maszimi della figura di diffrazione puo arrivare fino a cirea 10. Nella disposi-
zione da noi solitamente usata il fattore di ingrandimento risulta circa 2.5.

[l verzo gruppo di clementi. cquivalente ancora ad una lente conver-
gence. ¢ in grado di ricostruire. opportunamente ingrandita, 'immagine
della micrografia elettronica. In particolare la lente piano convessa (K)
ricompone sul suo piano focale (K') la figura i diffrazione del piano (J)
in una immagine che & la ricostrozione della originale micrografia elettro-
nica: questa viene poi ingrandita ¢ proiettata sul piano (N) per mezzo delle
due lenti (L) ed (M) che insie

gente: limmagine che cosi si forma sul piano (V) risulta rovesciata.

me =1 t‘umpurtanu come una l(’l".l'l.‘ conver-

La possibilita di variare U'ingrandimento & limitata dalla lungezza del
banco ottico; con questo banco, modificando la disposizione delle lenti. si
pud raggiungere un ingrandimento pari a circa 2. mentre nella disposizione
da noi solitamente usata Uingrandimento & ecirca 1.

{nn. let, Super. Nanita 197208, 197-128



214 RASSEGNE

b) lineamento dei componenti ottic

Tale operazione va eseguita in due fasi successive. la prima consistente
in un allineamento preliminare del laser rispetto al banco ottico. la seconda
nell’allineamenta delle Tenti rispetto al fascio laser.

I loser. posto ad una estremita del banco. ¢ fissato su di esso mediante
due supporti che permettoro di traslare e di ruotare il suo asse ottico rispetto
al banco stessa. Il =uo alliveamento puo essere ottenuto semplicemente
ponendo. il piir vieiro possibile alla finestra di uscita del fascio. uno sehermo
st eui siopossi segnare il centro del fascio stessor traslando lo schermo alla
altra estremiti del baveo ed ogginstando il laser in modo che il fascio cada
ancora sul centro segpato. =i sard reso parallelo al banco Iasse ottico del
laser.

Dato il notevole numero di lenti presepti loego il banco. la seconda fase,
di allineamento del =istema ottico rispetto al fascio laser. risulta alquanto
laboriosa ed estremamente eritica. in quanto up eventuale disallineamento
di una lente viene amplificato dalle suceessive,

B opportuno pereio seguire una procedura operativa cbe tenda a mini-
mizzare ineidenza di [mr--illi“ errori pell’allincamento  del sistema: per
questo & necessario collocare ciascuna lente pella propria posizione lungo
il banco ottico ¢ quindi allinearla intlilu-ll.dvnl|'m|'ntv dalle altre. Questo
pud essere vealizzato iniziando le operazioni con la lente piie lontana dal Jaser.
per |i1‘nm-du-r.- |mi con lllll'ni' successivamente piit vicine,

I metodo pint sepsibile per valutare il buor allineamenio di ciascuna
lente con il fascio laser. ¢ quello di osservare i due principali raggi ritlessi
dalle superfici della lente stessa. Porendo davanti al leser uno schermo
forato in modo da permettere il passaggio del fascio. si potranno osservare
sul retro dello schermo i due raggi riflessi come macchic luminose: =i otterra
una figura di interferenza a cerchi concentrici, centrata rispetto al fascio,
solo tluzmdu I'asse ottico della lente risultera alliveato con 1l fasecio
stesso,

Tule condizione pud essere realizzata poichi le lenti sono fissate al banco
mediante supporti che permettono sia di traslare che di ruotare il loro asse
ottico. Agendo con le viti di traslazione si porterd il fascio laser ad intersecare
il centro della lente e si avra quindi la sovrapposizione delle macchie Tumi-
nose riflesse: per ottenere poi che I"asse ottico della lente risulti }niru"vlu
al fascio laser si dovra agire con le viti di rotazione fino a centrare la
figura di interferenza rispetto al fascio.

Procedendo per suceessive approssimazioni con il metodo deseritto. s1
pud in definitiva ottenere un soddisfacente allinecamento di tutto il sistema
ottico.
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[n linea di principio sarebbe opportuno procedere alle operazioni di
allineamento fin qui descritte per ogni successiva utilizzazione dello stru-
mento; nel caso non si proceda in tal modo, & comunque necessario con-
trollare ogni volta il suo stato di allineamento. Un buon indice per questo
¢ I'immagine finale del fascio prodotta dal sistema ottico : la presenza di
macchie luminose secondarie ¢ di bande di interferenza & sempre indizio

del disallincamento di qualche lente.

6) PROCEDURE SPERIMENTALI
a) Taratura del diffrattometro

Tale operazione ¢ necessaria quando si vogliono eseguire misure quan-
titative sulle figure di diffrazione ottenute.

Per la determinazione dei periodi reticolari & necessario conoscere il
fattore di ingrandimento corrispondente alla disposizione sperimentale del
sistema ottico utilizzata di volta in volta. Il fattore di ingrandimento M
¢ definito come il prodotto tra uno qualsiasi dei periodi p del reticolo di
diftrazione (Fig. 1la) ed il corrispondente periodo p* della figura di diffra-

zione (Fig. 14b) cioé :

M —=p . p* (140)
.
~J3
' : . A
EiLabtty SESE SERE i Tk
e b |'
Fig. 11, — l’rnccll_imm:]tu per la ‘_"__ I“’__ _’,_’_‘_ ; S i
determinazione del fat- iy y Ip 7 i & RN
i/ s o f s ’ ~ T
tore di ingrandimento - & 4oL g L :
M = p - p* deldiffrat- Lo :' e ‘
tometro. - ‘/“ i E vt o
i ¢ e s . ) T
rer ek, R :
PO A A ' 4 ¢
e P
p 3 3 . : "t
ot (5

La misura i M pud essere ottenuta, una volta fissata la disposizione
sperimentale dello strumento. ricorrendo ad un reticolo di diffrazione cam-
pione, di cui siano note le costanti reticolari, semplicemente misurando sul
reticolo e sulla figura di diffrazione le distanze p e p* ¢ coalcolando M a
mezzo della (40).

Il fattore di ingrandimento potrebbe anche essere caleolato in base
alla conoscenza delle costanti ottiche dello strumento, ma tale metodo

risulta in pratica pin laborioso ¢ meno esatto.
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b) Schermaggio delle micrografie elettroniche

La zona della micrografia elettronica di cui si vuole studiare la trasfor-
mata ottica deve essere opportunamente  delimitata per evitare che il
«rumore di fondo» proveniente dal resto della lastra pregindichi la risolu-
zione della figura di diffrazione.

Questo puo essere realizzato semplicemente applicando una finestrella
di nastro adesivo opaco sul retro della micrografia elettronica in corrispon-
denza della zona prescelta.

Oceorre tener presente che. cosi. la figura di diffrazione conterri anche
la trasformata di Fourier della « finestra» e risulterd pereié vantaggioso,
per la interpretazione della figura di diffrazione stessa. che quella sia di
forma geometrica regolare ¢ con una trasformata di Fourier facilmente
caleolabile. quadrata, rettangolare. eee.

Le dimensioni della « finestra» dovranno essere seelte in modo da sod-
disfare contemporanecamente due opposte esigenze @ ridurre al minimo il
rumore di fondo ed includere un numero sufliciente di « ripetizioni» della
struttura periodica esaminata.

A tal proposito sara opportuno tener presente che la delinizione ¢ le
dimensioni dei massimi di intensita sulla figura di diffrazione sono inversa-
mente proporzionali al numero di « ripetizioni» contenute nella « finestra»
utilizzata (paragrafo 2 e).

¢) Maschere per il filtraggio ottico

Fra i possibili metodi per la loro preparazione quello che si & rivelato
piit pratico ¢ che ha dato i migliori risultati & consistito nell'utilizzare stampe
a contatto, su carta fotografica, delle figure di diffrazionc. forate con oppor-
tuni punzoni in acciaio in corrispondenza dei massimi di intensitd che si
vogliono selezionare.

Si ¢ visto che ¢ preferibile I'uso di maschere con aperture pinttosto ampie
in modo tale da non escludere alcuna parte dei raggi diffratti: cosi. pur
introducendo un maggior rumore di fondo, si ha il vantaggio di conservare
nell'immagine filtrata una maggior quantita di dettagli della immagine
originale.

Prima di passare alla realizzazione pratica della maschera ¢ necessario
studiare in dettaglio la figura di diffrazione al fine di stabilire la geometria
della struttura periodica esaminata: questo evita di giungere ad immagini
filtrate la cui struttura non corrisponde a quella che si voleva filtrare dalla
immagine originale.

Studiando immagini elettroniche di strutture sovrapposte pud avve-
nire che, a taluni massimi della figura di diffrazione, contribuiscano pii

Ann. Ist. Super, Sanita (1972, 8, 107-228



DONELLI E PAOLETTI 221

strutture; in tal caso, volendo filtrare il contributo di una singola struttura,
occorrera attenuare lintensita dei raggi diffratti corrispondenti a quei
massimi velando con finissima garza di rame le relative aperture della
maschera.

L’attenuazione ottimale si pud ottenere per tentativi utilizzando garze
di rame a maglie pilt 0 meno fitte.

d) Tecniche fotografiche

Per la raccolta delle figure di diffrazione e delle immagini filtrate, &
predisposto sul banco ottico un sistema fotografico costituito da un ottura-
tore ¢ da una camera su cui & possibile montare sia films Polaroid sia normali
lastre fotografiche.

Viene normalmente impiegato materiale fotografico ad elevato contrasto
costituito da films Polaroid pancromatici tipo 55 P/N ¢ da lastre Agfa-
Gevaert pancromatiche tipo Gevapan 30.

I tempi di posa impiegati sono di solito compresi fra pochi decimi di
secondo ed alcuni secondi in relazione all’annerimento della micrografia
elettronica utilizzata come reticolo di diffrazione.

7) APPLICAZIONI
a) Studio di cristalli proteici

Una delle prime applicazioni della tecnica della diffrazione ottica alla
analisi di micrografie elettroniche, & stata quella relativa allo studio di
cristalli proteici.

Fra i lavori riportati in letteratura, appaiono di particolare interesse
quelli relativi alla struttura di cristalli di catalasi (LoNcLEY, 1967), e di
inclusioni cristalline osservabili nei mitocondri di epatociti (STERNLIEB
& BERcER, 1969).

Di seguito si riportano alcuni dati strutturali, ottenuti dagli AA., rela-
tivi a cristalli di catalasi. Tali cristalli, tra I'altro utilizzati per la taratura
dell'ingrandimento del microscopio elettronico, si presentano macroscopi-
camente come piccole scaglie, larghe e sottili il cui reticolo superficiale &
facilmente risolvibile sia con la tecnica di osservazione in contrasto negativo,
che su repliche ottenute con la tecnica del freeze-etching,

Le figure di diffrazione ottenibili da micrografie elettroniche di queste
strutture cristalline possono essere interpretate come il reticolo reciproco
del reticolo superficiale del cristallo (paragrafo 2 d); di conseguenza le distanze
fra i massimi di intensita sulle figure di diffrazione corrispondono esatta-
mente ai periodi reticolari presenti sulle micrografie originali, calcolabili in
base al fattore di ingrandimento del diffrattometro.

Ann, Ist, Super. Sanita (1972) 8, 197-228
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In Tav. 1 & riportata una micrografia in contrasto negativo di un
cristallo di catalasi (Tav. 1A) ¢ la corrispondente figura di diffrazione
(Tav. 1B).

Il modello del reticolo superficiale del eristallo, che ne & stato dedotto,
¢ schematizzato in Fig. 15; sulla figura sono indicati i periodi reticolari
a=085+54 e =87 6A: le distanze corrispondenti ad 1/a ed
l/e sul reticolo reciproco sono invece riportate sulla figura di diffrazione

(Tav. 1B).

Fig. 15, Modello  del  reti-

colo superficiale del

® - i _-'[a eristallo di catalasi,
P - - -

Dall’analisi delle figure di diffrazione si ricava inoltre un dato che non
¢ facilmente ottenibile dall’esame delle micrografic in contrasto negativo :
si possono infatti osservare una seric di massimi di minore intensita che
giacciono sul reticolo reciproco corrispondente alla  disposizione  delle
subunita E dello schema di Fig. 15; tali massimi. separati da distanze pari
ad 1/2¢, dovrebbero essere assenti se il reticolo superficiale del eristallo fosse
costituito da una distribuzione di subunita tutte equivalenti fra loro. come
nel modello proposto. La loro presenza sembra suggerire che le subuniti
E ¢ le subunita S non siano equivalenti : potrebbero ad esempio giacere <u
piani diversi.

Tale ipotesi sembra confermata dalla osservazione delle repliche del
reticolo superficiale (Tav. 1C) e dall’analisi delle corrispondenti trasformate
ottiche (Tav. 1 D). Su queste ultime i massimi di intensitd giacciono effetti-
vamente sul reticolo corrispondente alla disposizione delle subunita F
di Fig. 15, ciot sulle figure di diffrazione sono misurabili distanze fra i
massimi che corrispondono rispettivamente ad 1'a ed a 1/2¢.

La scomparsa del periodo reticolare ¢ dalle micrografie delle repliche
dei cristalli suggerisce che le subunita E ed S possano trovarsi su piani
diversi; va aggiunto tuttavia che potrebbe anche trattarsi di un artefatto
dovuto all'interazione tra il materiale impiegato per I'ombratura (Pt-C) ed
il preparato.

Ann. Ist, Super, Sanita (1972) 8, 197-22%



DONELLI E PAOLETTI 203

-e

b) Studio di membrane cellulari

All'abbondante disponibilita di dati e di modelli teorici relativi alla
struttura fine delle membrane cellulari, dovuti soprattutto all'utilizzazione
delle tecniche classiche di microscopia elettronica. corrisponde a tutt’oggi
una limitata serie di risultati sperimentali ottenuti con i metodi della
diffrazione e del filtraggio ottico.

Questi ultimi hanno trovato finora applicazione solo nello studio strut-
turale di membrane della vescica urinaria del topo (VERGARA et al., 1069)
e di pareti cellulari di Bacillus polymyxa (Fixcu et al.. 1967).

Si riportano in questa sede aleuni risultati ottenuti dagli AA. nello studio
di pareti cellulari batteriche. in particolare di Bacillus megatherium. 1. analisi
al diffrattometro ottico & stata condotta su micrografie elettroniche di tali
pareti cellulari, osservate con la teenica del contrasto negativo e dell’'ombra-
tura con Pt — C(Tav. 2A e 2C). Lo studio delle relative figure di diffrazione
(Tav. 2B e 2D) ha mostrato che il reticolo superficiale di tali membrane &
costituito da una distribuzione regolare di subunita la cui simmetria & quella
di un gruppo piano pt e la cui costante reticolare risulta p ~ 130 1.

Questi dati, per la loro analogia con quelli ottenuti da Fizcen. Krve
& Nerwmur, (1967) nel caso del B. polymyxa, inducono a ritenere pos-
sibile I'ipotesi di una struttura reticolare superficiale delle pareti cellulari
comune almeno alle diverse specie batteriche della famiglia delle Bacillacee,

¢) Studio di capsidi fagici

Per quanto riguarda la struttura fine dei capsidi fagicr si ritrovano in
letteratura pochi lavori relativi alla disposizione delle subunita proteiche
nelle politeste del fago T4 (Finen, Krue & Strerron, 1964: Yanacioa
et al., 1970; DE Rosier & Krve, 1972; Yanacioa et al.. 1972) e nel capside
del fago & (Donerni, GueruieLmr & Paorerri, 1971): Si riportano, a titolo
di esempio, i risultati riguardanti la struttura fine di quest’ultimo.

Durante lo studio morfologico del fago €. & <tata osservata una strut-
tura regolare dei capsidi vuoti (« ghosts») nelle sospensioni fagiche esaminate
in contrasto negativo, Tali sospensioni sono state trattate in modo da
ottenere preparati ad alta percentuale di capsidi vuoti ¢ sono state quindi
sottoposte ad osservazioni sistematiche sia in contrasto negativo che con
la teenica dell’ombratura.

Le micrografie clettroniche ottenute (Tav. 3A, 3C) sono state studiate
con le tecniche della diffrazione ottica (Tav. 3B, 3D).

Le figure di diffrazione sono risultate caratteristiche di una struttura
ordinata secondo un gruppo piano p6; la costante reticolare p — 140 A
¢ stata misurata sulla figura di diffraziope con un errore del 5°,,.
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In Tav. 3A é riportata una ricostruzione della struttura a subunita
del capside, ottenuta mediante la tecnica del filiraggio ottico.

In base ai dati raccolti i « ghosts» sono risultati costituiti, secondo lo
schema di Iig. 16, da un monostrato proteico le cui subunita sono sistemate
su di un reticole superficiale detato della simmeiria del gruppo piana po,
nella posizione corrispondente agli assi a simmetria ternaria.

vil)ivi @i
Y.#ﬂ.‘ﬂ'.

X Jm.‘m XA AA XA A

A‘Hgmmggﬁgmv Fig. 16, — Modello del monostrato proteica co-
Y.YAY.Y‘Y.TAY.YAY.YAY.Y,‘Y.TAY stituente il capside del fago G.

MA DA RA XA MAIA XA )
RYAY ARV AY SR VAV SR VAV VAT, YAY."A" i

d} Siudie di strusture elicoidali

I primi dati sperimentali, ottenuti con metodi ottici di analisi, relativi
a strutture biologiche elicoidali, sono quelli di Xrve & BERGER (1904)
riguardanti il TMV (virus del mosaico del tabacco). Successivamente tali
metodi sono stati applicati allo studio della struttura fine delle fibre flagel-
lari di Trichonymphe (GriMsToNE & Krug, 1966), delle code e policode
del fago T, (Moopy, 1967; Krimm & ANDERsSON, 1907), dei tubi di catalasi
(K1seLev, DE Rosier & KLug, 1968), delle variazioni tubulari di virus del tipo
Papilloma-Polyoma (KiseLev & Kvuuve, 1969). dei filamenti di F-actina
(MoORE et al., 1970}, dei tubi di glicogeno fosforilasib (KiseLev, Lerner &
Livanovs, 1971) delle code del fago G (DoNELLI, GUueLIELMI & PaoLeTTl,
1971).

Di quest’ultimo fago gli AA. hanno studiato la struttura del manicotto
caudale sia nello stato disteso che nello stato contratto, Quii di seguito &
riportato, a titolo esemplificative, come si & proceduto all’analisi strutturale
del manicotto nello stato disteso.

Una analisi statistica delle dimensioni del ‘manicotto, eseguita sulle
micrografie in contrasto vegarivo (Tav. 4A}, ha fornito una lunghezza media
di 4550 A, con scarti dalla media compresi entro il 3,5%; con tale analisi
¢ stata inoltre accertata lesistenza di vari gradi.di collassamento della
struttura ed & state possibile assegnare un valore di circa 65 A al raggio
esterno del manicotto stesso. Le figure di diffrazione (Tav. 4B), del mani-
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cotto disteso, ottenute da micrografie in contrasto negativo di fago G, sono
state analizzate sulla base della teoria della diffrazione di una struttura
clicoidale (paragrafo 3).

Sulle figure di diffrazione studiate i massimi principali possone essere
assegoati all'uno o all’altro dei revicoli reciproci (Tav. 4C), corrispondenti
rispettivamente alle due superfiei del manicotte. Nella grande maggioranza
dei casi questi reticoli sono risultati, con buona approssimazione, la immagine
speculare 'uno dell’altro; cio¢ la struttura del manicotto deve aver subito,
durante i processi di colorazione ed osservazione al microscopio elettronico,
deformazioni simmetriche sulle due facce,

In molte delle figure di diffrazione studiate & stata anche riscontrata
una maggiore intensitd dei massimi di uno dei due reticoli reciproci, rispetto
all’intensita dei massimi dell’altro. Cid & interpretabile con una diversa
colorazione delle due facce del manicotto. In questi casi & risultata sempre
la medesima faccia a contribuire ad i massimi piti intensi. Pur non essendo
possibile distinguere con, sicurezza le due superfici del manicotto, relativa-
mente al loro contributo in intensitd alla figura di diffrazione, & tuttavia
possibile, come gia suggerite da altri AA. (Finem & Kivue, 1965) che
i massimi pil intensi siano quelli relativi alla superficie del manicotto che
si trova a contatto con la pellicola supporto.

Sulle figure di diffrazione analizzate i massimi di intensitd cadono su
un sistema di piani le cui spaziature risultano equidistanti entro un fattore
del 129%,. Il grafico (n, I) ricavato dalla analisi delle figure di diffrazione e
la corrispondente proiezione radiale del reticolo superficiale, riportati in
Fig. 17, sono dunque da considerarsi rappresentazioni della struttura del
manicotto disteso valide entro tale appros-

simazione. L’elica base & stata, poi, dise- 3 —

gnata levogira in accordo con l'ipotesi che 2 ’,*‘" //‘,’m:D

la superficie che contribuisce ai massimi 122 - i

pit intensi sia quella in contatto con la Rt A

pellicola supporto. T s -
Dal grafico (r, ) si pud dedurre im- Pt )

mediatamente come l'elica hase della strut- 3 “——"—,.—J‘;_"‘_“"

tura studiata, ciod 1'elica con il passo mag-
giore, venga descritta dalla regola di sele- h,2)
zione: f=1.n/N 4+ 3 . m, dove N & il nu-

Fig. 7. ~— &) Grafico (n, 1) del reticolo super-
ficiale del manmicotto. b) Proiezione

M - - - Y
radiale del reticolo superficiale; la T
superficie cilindrica & aperta e distesa ‘°’“3H_4—.:.—-—o.-—

sul piano con la superficie interna ._+—.-——-—--

verso 1'alto. . (N1}
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mero di partenza delf’elica base, stessa ciog il gradoe di simmetria assiale della
struttura. La spaziatura dei piani sulle figure di diffrazionc corrisponde
ad un periodo nella dirczione assiale: ¢ = 115 - 14 4; la presenza di un
massimo su [ s= 3 In corrispondenza del menidiane permette inolire di de-
terminare la spaziatura tra gli anelli trasversali di subunite: p =382 3 ..

L'intero manicotto disteso risulta quindi costituite da:

Lip == 4350 A;38 4 = 120 + 18 anelli trasversali di subuniti.

Per determinare il numero di partenze N dell’vlica Lase, & stato ricavato
il pitt basso ordine n delle funzioni di Bessel presenti sulla figura di diffra.
zione, Nel nostro caso le funzioni di ordine pinn basso dominano la distribn-
zione i intensitd sul piano ! = 1: la posizione del massimo principalke di
intensita su tale piano & stota allora misurata su figure di diffrazione (ki
manicotti che, in base alla analisi statistica delle dimensioni apparenti del
manicotte crane stati classificati rispettivamente come indeformati o com-
pletamente ecollassati.

I valori sperimentali cosi ottenuti sowo stati poi confrontati con i valori
teorici caleolati in corrispondenza di un certo numero &i possibili valori del
grado di simmetria (Tab. 1).

TavrrLa 1
Posizione del massimo principale su [ .- ]

Manicotino i 2ar .R) Fper. ! (2 AT R) tewr. v 6 ! (2ar R} teor. o= 7
i | :
Indetermate - 7.9 40,3 | 7.5 ' 8,0
—— - - ———————
. i |
Maunicotto (2 27 R}sper. i 27 B)rearon = o | (CarR)sorn =7
Collaseato ' n1 10,4 i 6,0 7,0

Deve essere messo in evidenza il fatto che il valore di r= 62 =3 4
usatoe per caleolare la quantita (2 3 r R} . dove r & il raggio della strut-
tura clicoidale ed R la coordinata radiale mello spazio reciproco, corrisponde
al raggio accessibile al colorante negative. Per ottenere tale valore & stata
misurata. dalle figurc di diffrazione di manicotti classilicatt rispettivamente
indeformati o completamente collassati, la distanza dal meridiano dei mas-
simi del secondo ordine dells distribuzione di intensitic sul piano 1= 3
il valore di r & stato quindi calcolata supponendo che tale distribuzione
corrisponda alla trasformata di Fowrier di una strutiura elicoidale nel
caso dei manicotti indeformati ed alia trasformata di un reticolo piano
nel caso dei mantcotti collassati. I dati sperimentali di Tab. 1 sembrano
accordarsi bene con i valori teorici per # = 6. calcolati ancora utilizzando
la trasformata di Fourier di una struttara elicoidale ¢ di un reticole piano
rispettivamente per 1 manicotti indeformati e collaszati.
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In Tab, 2 sono riassunti tutti i valori dei parametri della struttura
elicoidale del manicotto disteso come sonc stati dedotti dalo studio delle
figure di diffrazione.

TABELLA 2

Parameiri della struttura elicoidale del manicotto disteso

Raggio esterno . . . . . . . .. . 0000 e e e roo= 65 A
Circonferenza . . . . . . e e e e e e e e e 2ar= 410 4
Lunghezza . . . . . . . « . . i e e e e e e L = 4550 4
Spaziaturg aseiale . ., . . . . .. . . L, L 0oL L0 e = 115 4

| Giri dell’elica-base per spaziatura assiale . . . . . . .. . .. i == lj6 i

. Passo dellelieashase . . . . . . . ... ..o P =694 .
Subupnita asmmetriche distribuite su ¢ giri dell’elica-base . . . . u = 3
Spaziatura degli anelli df subunit asimmetriche . . . . . . ., . p =384
Partenze dell’elica-base . . . . . . . . . . .. .. .. ... N =6 '

 Anelli trasversali di subunita . . . . . . . ... oL L. L, A = 120

[

Fig. 18. — Modello del manicoito caudale del fago G nello stato disteso.

Dalle microgratie elettroniche originali & stata estratta,
mediante la teenica del filtraggio ottico, Fimmagine di nna
delle due superfici del manicotto disteso, e maschere neces-
sarie per I’estrazione dell'immagine, sono state preparate in
base ai reticoli reciproci corrispondenti alle due superfici del
manicotto.

Le aperture corrispondenti ai massimi che cadono sui
layer-lines I = 3, I—=3 ed I =0, cui contribuiscono ambe-
due le superfici del manicotto,sono state velate con garza
di rame, in modo da attenuare I'intensita dei raggi diffratti
che le attraversano,

Dalla immagine ricostruita (Tav. 4D) risulta sostanzial-
mente confermata la struttura ad anelli di subunita, 6 subu-
nitd per anello, perpendicolari all'asse del manicotto, come
era stata dedotta dallo studio della figura di diffrazione. Viene anche con-
fermata la ripetizione della struttura ogni 3 anelli. Searse informazioni si
ricavano invece dalla immagine ricostruita circa la forma delle subuniti
stesse, che appaiono approssimativamente elissoidali, con 1’asse maggiore
disposto secondo la direzione degli anelli.

La Fig. 18 riporta uno schema della struttura del manicotto disteso
guale si pud dedurre dai risuitati acquisiti.
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Tav. 1. — A) Cristallo di catalasi in contrasto negativo; B) Corrispondente figura di dif-
frazione (il relativo orientamento & indicato dalle frecce); C) Replica di un
eristallo di catalasi ottenuta con la tecnica del freeze-etching; I7) Corrispondente
figura di diffrazione (il relativo orientatnento & indicuto dalle frecce).
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Tav., 2. —

A) Parcte cellulare di B. megatherium in contrasto negativo; B) eorrispundente
figura di diffrazione (il relutivo orientamento & indicato dalle frecce): ) Parete

ceflulare di B, megatherium ombrata con PT-C: D} corvispimdente figura di

diffrazione (il relativo arientamento & indicato dalle frecce)
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Tav. 3. — A4) Capside di fago & in contrasto negative; nel riguadro in alto a destra & ripor-
tata la ricostruzione della struttura, ottenuta con la tecnica del filtraggie ottico;
B) Corrispondente figura di diffrazione (il relativo orientamento % indieato
dalle frecee); C) Capside di fago G ombrato con Pt-C; D) Corrispondente figura

di diffearione (il relativo orientamento @ indicato dalle frecee).
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Tuv., 4. — A) Manicetto caudale del fago G in contrasto negativo; B} corrispondente figure
di diffrazione. €) Figura di diffrazione con sovrapposti i reticoli reciproci della
due superfici. D) Ricostruzione della struttura mediante tecnira del filtraggio
ottice,



DONELLL E PAOLETTL

TavoLa 4

I D
A
C

Ann. T2t Super, Sgnild (1972) 8, 147-223



