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Riassunto. - Scopo di questa rassegna è quello di introdurre le tec· 
niche di diifrazione e di :filtraggio ottico come metodi di analisi di micro­
grafie elettroniche e di presentarne, pur senza alcuna pretesa di completezza, 
gli aspetti teorici fondamentali. Vengono altresì 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 filttring of electron micrographs as 
methods of periodical structure analysis). - The aim of this review article 
is the introduction of the ditfraction and optical filtering tech.niques as 
methods for the analysis of electron micrographs. W e also in.troduce the 
main theoretical aspects although we do not aim at completeness. Fur· 
thermore, the necessary elements are given for the interpretation of the 
diffraction patterns of periodica} structures both piane and helica1, together 
with some applications. 

INTRODUZIONE 

L'applicazione dei metodi di diffrazione ottica all'analisi di micrografie 
elettroniche di struttme periodiche è stata introdotta per la prima volta 
da KLUG & BERCER (1964), proponendo a tale scopo l'impiego di un diffrat· 
tometro ottico del tipo realizzato da TAYLOR, HINDE & LJPSON (1951) per 
la interpretazione di figure di diffrazione a raggi X. 

La tecnica venne proposta in altern.ativa ai metodi di integrazione 
fotografica dell'immagine descritti in precedenza (MARKBAM, FnEY &: HrLLS, 
1963). Lo studio di micrografìe elettroniche mediante la diffrazione ottica 
permette di rivelare, attraverso una completa analisi di Fourier delle imma· 
gini, ogni eventuale periodicità presente; il metodo consiste ndl'utilizzarc 
le micrografie elettroniche come reticoli per ottenere le corrispondenti .figure 
di diffrazione di Fraunhofer. 

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

Ciò risulta particolarmente evidente quando alla tecnica della diifra· 
zione ottica si affianchi quella del filtraggio ottico proposta da KLuG & 
DE RosrER (1966), che permette di giungere ad una im.ma.gine«ricostruita» 
da cui risulta eliminato il rumore di fondo presente sulla microgta.fia or.iginale; 
va tuttavia osservato che questa tecnica deve essere utilizzata con parti· 
colari precauzioni ad evitare possibili artefatti. 

A nn. !rt. SUJler. S<1nitd (1972) l, 1~1·218 
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l) TRASFORMATE OTTICHE DI FOURIER 

Il problema generale della dift'razione della luce, cioè della propagazione 
di wt'onda cletuomagnotica in p<e•en,. di o"aooli, eonsi"e nell'ottene.e 
una soluzione all'equazione delle onde: 

7J2 lJ' 12 'P 61 IJI l ?J2 'P 
dx2 + ?Jy2 +~=7 -v (l) 

che soddisfi alle cm~dizionj ~l contorno imposte dagli ostacoli &tessi. Nella (l) 
la funzione d'onda 'P rappresenta il campo elettromagn.t'tico e c la velo­
cità di propagazione dell'onda. 

Una trattazione generale del problema (BoRN & WoLF, 1964) risulta 
estremamente complessa; tuttavia, se si approssimano le effettive condizioni 
al contorn.o individuate dalla situazione sperimentale mediante le cosid­
dette «condizioni al contorno di Kirchhoff» si può 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 uno 
schermo opaco D con una o più aperture A, ed S una sorgente puntiforme 
di onde monocromatiche (Fig. l), corrispondona ad assumere sull'intera 

Fig. l. - Geometria della dift'razione 
attraverao un'apertura. • 

/ '• • • 

apertura A gli stessi valori, per la fWlzione d'onda 'P e la sua derivata 
+ 

normale n X grad 'P, che queste avrebbero se lo schermo D non, ci fosse; e ad 
+ 

assumere ancora 'P ed nxgrad 'P nulle su tutto D. 
Se si suppone inoltre che la distanza r s della sorgente, la distanza r P 

dell'osservatore dallo schermo e le dimensioni dell'apertura A sian.o grandi 
rispetto alla lunghezza d'onda A, la funzione d'onda nel punto P si potrà 
scrivere mediante la formula integrale di Fresnel-Kirchhoff che è soluzione 
della (l) per un'onda scalare monocromatica nel caso appunto delle con~ 
dizioni al contorno di Kirchhoff : 

'P(P)=- dA (2) 

Aan. llt. Supe.-. Sonit~ (1972) 1, 197-228 

..... ----
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dove IJ'0 è l'ampiezza dell'onda alla distanza Wlitaria dalla sorgente S, w 
la frequenza angolare, À la corrispondente lllll,ghezza d'onda e (}5 e ()P 

rispettivamente gli angoli che le direzioni di r s ed r P fanno con il vettore 

unitario ; normale all'apertura. 
La (2), valida a rigore solo per onde scalari, come ad esempio le onde 

sonore in un gas, può essere tuttavia applicata con buona approssimazione 
anche nel caso di onde vettoriali, come le onde elettroma~etiche, eccetto 
che nelle questioni direttamente con11esse con il fenomeno della polarizza­
zione. Particolarmente importante, ai fini delle applicazioni sperimentali, 
è il caso della diffrazione ottica nelle condizioni limite di Fraunhofer. Tale 
limite corrisponde al caso in cui la sorgente S e l'osservatore P sono ad una 
distan.za infinita dall'apertura, cioè al caso in cui le dimensioni dell'apertura 
sono piccole rispetto alle distanze r 5 ed r P e le onde incidenti e le onde 
diffratte sono onde piane. 

Nell& diffrazione di Fraunhofer la (2) può essere riscritta in una forma 
semplificata; in questo caso r5 ed T p e gli angoli 8 5 e 8P si possono consi­
derare costanti sull'intera apertura A. Ciò con.sente di portar fuori dal sego o 
di integrale nella (2) il fattore l/rp · r5 ed il fattore (cos ()P+ cos 85) con 
il loro valor medio; il termine esponenziale deve essere invece tenuto entro 
il segno di integrale poichè la quantità 2 :n (rp + r5 ) fÀ, essendo rp e r5 

grandi rispetto a À, pnò ancora variare di un fattore paragonabile a n. 
La (2) si può allora riscrivere: 

il(rp+rl') f '" 
'P(P) =Co 

4
e dA (3) 

dove Co è 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 r5 (V)+ T p (V) 

r 

' 

Fig. 2. - Diffruione nel limite di 
Fraunhofer. 

dell'onda passante per il generico punto V delrapertura A. sarà dato dalla: 

(4) 

; ;; j 
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Chiamando .5: ed 81 i vettori unitari rispettivamente nella direzione 

dell'onda incidente e n,ella direzione dell'onda diffratta, ed indicando con-; - -il vettore nel piano dell'apertura da O a V, si 

V H1 = - 51 x;, e perciò ancora : 
potrà scrivere: H 1 V= S1 X v, 

(5) 

Essendo poi rs (O) +T p (O) una costante, l'integrale (3) si potrà riscri­
vere nella forma : 

/
. ,,. .... .... .... 

<-(S 1 -S 1)x• 
'f'(P)~C, e ' dA . ·' 

2'1 
<-[T~(O)+rp(O)J 

con C:t costante complessa comprendente C0 ed e A 

(6) 

La (6) rappresenta la funzione d'onda nel punto P nel limite di 
Fraunhofer. Caratteristica essenziale della (6} è 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. Ciò permette di conside­
rare le figure di diffrazione nel limite di Fraunhofer come le trasformate 
di Fourier ·delle aperture (TAYLOR & LIPSON, 1964; LIPSON, 1972). 

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

Fig. 3. ~ CondUiioni operimen· 
tali per la diffrazione 
nel limite di Frano· 
hofer. 

~­.----------v -
,, •• 

• ' 

L'apertura A è illuminata da una sorgente puntiforme S posta nel 
fuoco della lente convergente L 1 • Una seconda lente convergente Ls è posta 
dietro l'apertura e la figura di diffrazione è osservata stÙ piano focale F di 
quest'ultima. 

In tal modo sia il fronte d'onda incidente su A che i fron.ti d'onda 
diffratti da A sono rigorosamente piani e la lente L1 , focalizzando i fronti 
d'onda diffratti sul piano F, porta la figura di diffrazione a distanza 
finita. 

A nn. llt. Supet. Sa11i!ol r19?2) l, 1117-228-
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2) LA DIFFRAZIONE DI UN RETICOLO PIANO 

a) Reticolo piano 

Un reticolo piano è una distribuzione periodica di punti su di un piano 
(Fig. 4) per cui risulta possibile individuare due vettori ; e 1;, che chia­
meremo le traslazioni E'lementari, tali !'be comunque si scelga una trasla-

• • 

• • 

• • 

• • • • 

Fig. 4. - Traslazioni elementari di un 

reticolo piano e corrispon· 
dente alla elementare • 

zione T che riporta il reticolo su se stesso, questa si possa scrivere f = n1 
+ + 
a + n2 b, con n1 ed n2 interi opportuni. 

Per ogni reticolo piano è possibile determinare più di una coppia di tra­
·slazioni elementari; si verifica subito, ad esempio, che se ;, b sono trasla­
zjoni elementari di un certo reticolo, lu sono anche ;, - b e - ;, b. 

Il parallelogramma individu~tto dai vettori ~ e b è detto cella ele-
+ + 

mentare del reticolo. I vettori a e b individuano una coppia di assi di rife-
rimento; ogni punto del reticolo risulta in questo modo individuato da une 
coppia di numeri interi. 

Una retta reticolare è una 
rett<' passante per una serie di 
punti del reticolo; per ogni re· 
ticolo piano esiste un numero 
infinito di fasci di rette retico· 
lari in.dividuahili mediante una 
coppia di numeri interi, gli in­
-dici di Miller del fascio. 

Tali indici si possono de· 
terminare (Fig. 5) conside· 
rando che rette successive di 
un. fascio tagliano gli assi di 

+ + 
_rifelimt.n.to a e b rispettiva· 
mente ad intervalli ajh e bfk, 

( 2, 1) 

• 

-- ---
• 

U,TI • • 

Fig. 5. - Fasci di rette reticolati con l'indicuione 
dei relativi indici di Miller. 

,hm. Ilt. Supcr. Sanit4 (1912) l, 11J7-l28 
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ove h e k sol'o numeri interi primi fra loro, e si indicano con la scritta (h, k). 

Secondo ta le definizione, p er un fascio d i rett e parallele ad uno degli 
assi di riferimento il corrispondente indice di Miller sarà zero; per un fascio 
di r ette ch e interseca uno degli asl:>i dal lato negativo il con ispondente 
indice di Miller sarà n egativo e verrà indicato con. un segno meno sopra 
l' indice stesso. 

b ) Relicolo reciproco 

Si d i'finisce come reticolo r l'ciproco R• eli un da to reticolo R, quel 

r r ticolo le cui traslazioni elementari ·~· e "b• sono definite dalle: 

-~. x ; = b* x b = l 

;. x b = -~ x-~;. = o 
(7\ 

m cui ~ e b sono le tra~lazioni f'l t•mentari di R. 
Dallt' (7) clisct·mlono le srgumti proprietà òi R• : 

I) Jl r eticolo reciproco del rt' ticolo reciproco coinl· idc con il rrtic·olo 
iniziale : 

(R* )* = R (8) 

li) Il proclotto scala re di lUl vcttor r del H'ti<·olo r cc·iproco con un 

vettor e del r eticolo ini?.iale è uguale ad un numero intero : 

III) Il vettore ;. (h, k) ciel reticolo reciproco è normale a l fascio di 
rette di indici (h, k) del reticolo iniziale: 

considrrando infatti un vettore parallelo al fascio di rette eli indici (h, k\, 

~ ;; b ~ .. ·~ .. ( ~ b ) 
ad esempio il vettore r = h - k ' si ba: r* X r=(h a* + k b*) X h-k = 0. 

I V) Il fascio tli r ette di indici (k, h) tli R• t- p erpendicolare a l fa<scio 
di rette di indici (h, k) lli R : ... ... 

· f · 'l .... a* b* · 'd Il l 11 m attl 1 vettore v = k + h e ev1 entcmcnte para e o a e r r tte 
- + ... 

di indici (k, h) di R~, ma allora lo è anche il vettore r• (h, k) = h k v•. 

V) La spaziatura cl (h, k) fra le t etle del fascio Ili indir i (h, k) diR 
t: uguale ad l /l r• (h, k) l : 

infatti se~ è un vettore unitario normale al fascio (h, k), la spaziatura 
sa rà data da : 

;t X7; -;* (h, k ) X ~ h l 
d (h ' k) = - - -=---- - -: .. :.----

- h-- {;* (h, k ) l h l;. (h, k) l b 1 r* (h, k) l (lO) 

.!nn. lat. Su11er. Sanilù (1972) 8, 197-223 
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<") Trusformata di Fouric•t di un rPticolo pinno 

Pt•r ralcolan· la fi~ura di dill'razinur fornii a da un r<'ticolu piarw nclh· 
condizioni di Fraunhofer {ELMOH F & BEALO. 1969) . con idt•n ·rcmo i punti 
del r t> tic·olu come centri di diflou., iunc dcll'orl(la irw itlt•nt r . cicli._ <'tlllll' t-nrgcnt i 
pwltifonni di or1dc st•coudarif', aYC'nli la st<·~~a lunght>zza d'orula deJronda 
piana inddcntl' , la rui fast• risulln det erminata dulia din·:ritJIHO d i propuga­
zionc• di CJIU'>-ta nlti111a o 

L' it\ tl'gralc (o). cht· furn.i ;,C(' l.t funz ione· cl"" ncla diffratta "'ol ptUH II P. 
si ricltt('(• in qu<'Sto CUM I ad una :-ommatoria eh· i r•ontrihu l i pru' f' nient i d a 
tut! i i centri di difl"u>- ionc dd n ·tirolo: 

~ :1 _... .... ... 

i J •S,-S)X • (IIok ) 
11' (P) =- C, L_ e (l]) 

-;- , ll , lc) 

con v (h , 1.:) = h~ + k 1;, ; r· h lUla tooppia tli lra;.)azivni c lc·uwntari <l t· l 

reticolo t•d h e k n.umc·ri inttor io E .. plir itauclo ; ,. "' 'l'arando Il' chw '-Omma· 

tori t· su h c k la ( l1 ) eli n·nta: 

(1::!) 

Cou.,iùcrando Utl r!'titoolo i rui \"alori d i h c k -. ia•w ro m pn • .. i ri ... pr tti ' a · 
mente' tra O r Ii r trn O {' f.;, c:ioì· Ull nli•·olo con J1 o K <ot•ll t· d f' tUt'n· 
tari , la \}1 (P) assumt·r it la foml tt: 

[ 
~" ~ .. . .. 1 

'P {P) = C ] - e i , - " (S, ~ 
l :! :r. ... .. 

i - {'• - '•) x " 
1 - e • l 1 

2
':: A.({- t.) xb] l - f' l. 

--- ~:-,..-~--... ...-
' T(.!i,-S,) x b 

l - (' 

{13) 

L'intensità I (P ) della radiaziollC difi"ratta nel pwlto P (· poi data dal 
modulo quadro dell'ampiezza d'onda: 

in cui I 0 è l'intensità deU'onda difi'ralla quando --;1 = S2 o 

P er valutare il signifì.cat() fi sico dell'espressione ottenuta, consideriamo 

o sen2 H 17 o o o 
la funz10ne H~ 

2 
, penod1ca d1 periodo n, ncll ' in.tc·rvallo O. no Talt' 

• sen t] 

A nno Itt o Supero Sanitd (1972) l , 19i - 22l! 
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funzione (Fig. 6) presenta i suoi massimi principali in corrispondenza dei 
valori di 77 uguali a O e :~r, per i quali : 

[
sen10'11]' 
10sen11 

li m 
77 + n 

sen2 H 77 
H% sen2 77 

- l (15) 

Fig. 6. - Andamento della funzione [sen H TJ!H sen 1)]2 per H = l O nell'intervalfo O, n. 

L'ampiezza di tali massimi si può calcolare considerando che il primo 

d. sent H '7 . h d . d l •t . zero 1 H ll 2 SI a quan o 77 vana a :n; a n + e, t ove e è 1 p1ù 
sen '7 

piccolo valore non nullo per cui sen H 6 = O ; cioè s i ha quando H s = n 

ed e= ~ . L'ampiezza dei massimi principali risulta quindi inversamente 

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

Gli altri zeri della funzione corrispondono a quei valori di 77 che r en· 
. . . . 2 n 3n 4 :~r d 

dono H '7 mult1plo mtero di n, c10è H , H , H , ecc. ; quin i tra 

due massimi principali consecutivi cadono H - l zeri. 
Per quanto riguarda i massimi secondari, si può ver ificare facilmente 

che questi cadono approssimativamente a metà fra due zeri consecutivi ; 

con buona approssima~one s i avranno perciò valor i di 77 uguali a ~ ; 

p er il primo massimo, ; ; per H secondo ecc. P er valori abbastanza 

graadi di H l'altezza del primo massimo secondario si può ottenere dalla: 

3 
sen2 

2 :f 

~ .. 00 ----3--:n;- = ( 32 ~ r ~ 0,04 
H 2 sen2

- --
2 H 

.• nn. l3t . Supor. Sanità (1972) 8, 107-228 
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Tenendo conto <lt·lla (15) s i v<·d1· subito come ralt,•zza dc·i ma,simi 
secondari risulta inft•riorc p er uno o piìt urdini di grand1•z:.m a qtwlla cl•·i 
ma,..,!:-imi prinr ipali. 

Lr considcra:cioni prcr·cd.cJLti giu:-tificanu comt· una :irnmagiJil' di dill'ra· 
z.ion<• sia in genen' formata dai !'Oli mas-.imi principali ,. <'Ome la loro am­
piezza .;ia invcrsamcnl<' proporzionale al numero totale di crllc dcmentari 
del r r ticolo di diffrazione. 

Dalla (l~) s i d cduC<' che· le dirczior\ i --:2 lungo k quali -.ono o.~;,en·ahili 
i raggi d iffratti sono date da1lt· : 

:"t 
(Sl - S2)X ; i :t 

À 

(16) 
C'! :l (S1 - S2)Xb = .l :t - À 

cbn i c j interi qual :-ia~i. 

Le (l o) sono nolt· com•· l<· equazioni di Lau<·. 

Introducendo il vcttorr C = , considl'rallllu suoi compu-

nenti G,. e C,. rispettivam1·nt <' normale• 1: parallelo al piano tlel reticolo di 

diffrazione, t' tcnl'nclo conto infin<' c)hf' i prodotti iìcalari di G,. con ~ l' {, 

sono uguali a zero. lr (16) s i pos~<ono porrt' ni'Ua forma: 

G, xb = j 
(17) 

Hiconlando Ja r r lazion<' (9) è facile r icono8ecrc cht• h· t' quazioni di Lau1· 
vengono soddisfatte quando é,. è uguale ad tm vettore l~• del reticolo n·ci­
proco; cioè le condizioni di diffrazione si pos-;ono csprimrr<' con la : 

(18) 

cl) Diffra:ione a piccolo angolo di un reticolo Jlinno 

ConsidPriamo una dispobizionl' :-p(•rimentall' per la diffraziout· di FraLul­

hofcr com(• quella schcmatizzata in Fig. 7. L'onda incidt'nlc S1 ~-~ normale 

a l piano del r et icolo di diffrazione A (' le onde diffrattf' s2 \'Cngono focalizzate 
da11a lente convergente L ~>mi propr io piano focale F atl una distanza f. 

-
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-T n questo caso il vettore G P si riduce ad SI P 

nentc di s2 parallelo al piano del reticolo c la (18) 

tlovc s2" i~ il compo· 

A 

l 
l _ , __ L 

l 
l 

!.i riscri,·e : 

( 19) 

F 

Fig. 7. - r.~omctria d~ Ila dif­
frazione a picrolo un­
j:olo di un r~t icnlo 

piano. 

_ , __ 
-~~~~~~=---------~-_ , __ 

l -,--
1 

L'onda S2 diffratta sc•ronùo Hn angolo O vieni' focalizzata .. uJ piano F 
ad una distanza D dal punto O\ e è focalizzato il raggio non diffuso, 
data dalla: 

D = f tg O (20) 

:-fella difl'razione a piccolo angolo po~ .. iamo pn•ndere tg O .:s · en O. per 

cui, essendo sen O = S1 p 1 alla (20) s i può clare la forma: 

Consiclerando infine Il' ri"'f>Ctti,•c clir<>zjoni dei Httori D <>d ": lP 
siamo scrivere più in g<·neral t• la : 

che Jk r la (1 ?) tli,·ic·ne : 

(21) 

po • 

(22} 

(23) 

Dalla (23) s i può n tlerc che l'immaginc• prudotta foca lizzanclc• i raggi 
diffratti !lui piano forai<> d<•lla lente è, a part<· un fattor (' di ingranclimento, 
il r eticolo reciproco del reticolo tli clitfr:nion<·. almeno nel limit•· in cui 
tg O ~ scn 8, doè nd limitf' clelia diffraziouf' a pit c•olo angolo. 
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J) l\ DIF~H\/.ICJ\1· IH STIH ''l'1'LHF 1:1 I!OII>ALI 

a ) Tt(liformntn di Fott rit•t di u11"f'lirn tlisrontitlt.W 

Pt·r s tudiar•• la 1lifl'ru1.iclll f' •li lUla -.truttura Pli t·oidnlc (\ AI:"i$11TEII\ , 

l 9bf•) rorLSidNrri·mu l.t funziu rw trm1tla difl'rntta l 'li OH' la trasformata d1 

J'ou.rÌ('r ( (')H' trora Ìll flllÌ Ìnflif'llt' rt ffiU Hlll J'op t• r ;• l(tro• g) ddl.a funziOilt' 
rclatÌ\a alla di, triiJuJ'Ìtllt•· 1lt•i l't'litri di cltfru-.ioa•P cl('lla ~truttu.ra :-lt·'sa. 

11 ra~o r h1• t•i ÌJtt•·ro•-. ... a trall.trt· è· tpwllu tli 1111a 

t•lir a d i,rontinua JJJ. c•it••' cpll'llu tli una di'l riltuYim11 

r t•gnlaro• tli ('('O tri d i cliOu ~imt o hu•w• un' cli1•,t: la fur •· 
zionc· J-/,1 ;. i pnù p•·n,aro• •·tmw il prudut tu d t un't·l u·a 

cuntinua H, . di oppurltlllll pu"'" /'. <·on un fa ..,t•io di 

J)iani Jlarallt·li l .P . '''l'arai 1 11.1 tll'a t li'· l att7.t /' ( Fil!. H) 

<•ioì· : 

11., Il< · L , (::? l l 

l.:t tra~furmnta di Fuurit•r !J Ili ( \.' :.)]. tlo·l· 

l't ·li<·a di ... contiuua (Coc tllt '' · C:nwt. & \ .\ '0. }Il.):!; 

1-. Ll G. CJUCK & \'\'') t:t.nt 1 . JC) iU) ... , pt•Ì• :dlurn M'rÌ\ t •rt• 

l 'tlnH' la t'OH\'OIU7ÌOnt• dc•llu lra .. (tortnu t .t q fJ/e(Y.' .:)] 
Fn1(.\. Y. Z) cll•ll't·l it u t VI' IÌI'tt .t l 'OH In 1 ra.,for· 

f. t(;. a. - L'elica di-rt IIIÌIIII.I r ul'pro • I' III;JI:l re 1111' il proclt•tlll 
di un'eJiCU t·uniiiiU.I lf ,. tfj Ull f.t•{ÌII di pi.cul 

parall l'li L . 

H, 

lllUI .t _q- [l.,. (x .. ' • =IJ J.'11, ( \ • ) • 7.) dd f.t ... t ' t tt tlt f'Ìani , ('00 X .y.:. 
t•tl \' . } ' .Z. ri~ft~llhauwa•t•· tuurrlwa tt· dt•llu ~ l''""' rt•alc• ,. d r llo '-paziu 
r t'dpro<"o . 

. i an:1 quinJj : 

q [ /{ J ( x • -' • : )] - 9' Lfl , ( \ . ' • : . L TI ( .\ • ·' • : ) j 

.\ . y · } . / L J t/X JY JZ 

La tra,forma ta di un f.t~• 111 di piani p t• rp,'HllÌ('uluri all'as e: nello ~paziu 

n ·ah• t• ~eparati da wta J i,., t :utz.l 1'· ,-. una di tribuz iorH· 1li punti lungo l'asse 
Z Iii' fiO .-.pazio reciproco, !o('pUrali Ull llll U di~lllllZU l ,'p ; J' m · ebÌIDO pwltO s i 

tro' n a lloru ad u nn u il'l t :utzo Z,, - 111 'p dall'origin e. 
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la trasformata ùi un' elica continua di pas o P l' raggio r, iJ cui asse 
<'Oincida con l' asse z dello '>pazio reale, risulta diversa da zero solo " U piani 
perpcnùicolari all'as e Z, ucUo >-pazio reciproco, epnruti tla una distanza pari 
ad l 'P. Sull'n·esimo tli tali piani, per il quale Z,. = lt,P , la fF [H.] = Fnc 
ns ume il valore : 

çF [R e] ,. = Fuc (R. 1P . Z,.) = J ,. (2 :r R r ) e x p Li n ('P + :-r12)] (26) 

ovc J,. è la funzioni' di Be" e l di ordine intero n t• R , 1P, Z coordinate 
cilindriche nello .,pazio ret·iproco. 

La convoluzione di due funzioni è la di$triliuzicmt• dt·Ua prima eli t'~>Se 

:.econdo la legge >~)lt'Cih('ata dall'altra; la trasformata rli Fouricr llcll 'elica 
discontinua si può allora ottenere .sovrapponcr\do iJ s ist«'ma di piani d<•lla 

çF [Ile] a c·iascun punto della fF [Lp]. 
Come r istùtato la 'trasfo rmata fF [Hd] sarà cllvt~r!'ln cla Zt'ro solo su pinui 

le cui coordinate zl 140110 fornite dalla : 

n m 
Zt =-~­p p (27) 

Dalla (27) ... i H clt• t'urne zl assume , ·alori discr<'ti !'~lo bC il rapporto 
P p t: razionale: in tal Cll"O sulla figura di diffrazione t. Ì ba una dit~tribuz io r\~ 

di' Ile int<>nsità dd raggi diffratti secondo piani di, tinti o « layer-W. e ». 
Sul piano ,li coordinata Z1 son.o presenti quelle funzioni di B~sscl il cui 

orcline n sodùiltfn la l27) quando m assume tutti i posltihili valori int1•r i; 
ln (2ì) t- quindi uua regola ùi selezione per l'ordine dt•lle funzioni eli Bess,,l 
p re· enti sul piano Z1 d t• Ila trasformata. 

r.lùnmanùo r il l ratto di cui bisogna trablare l'dica discontinua 1111 , 

hmgo l'asse :, pt•r ~o" rapporta a se s tessa, t il numero eli g-i ri deU'clicu corl· 
tinua lir eontcnuti in c cd u il numero di « C<'ntri ili diffnt<ione» contenuti 
in t giri, varrà la c - Pt = pu. 

\ Ila (27) s i può allora dare la forma: 

Z1 • c = t · n + u · m = l (28) 

dove l è u n numero Ìr\tl'rO, cd i piani Z1 della trasformata s i possono 
indicare ton l'indice l stesso. 

Da quanto precede s i vetle che per la fF [li,,] = F'utt SIÙ pÌIUlO zl = l 'c 
Yalt> Ja: 

Fn4 (R , 'JI. Z,) = .!:" J,. (2 :r R r) e x. p [ i n ('P - :r 2)) (29) 

in cui i v alori po sibili per gli indici n della sommatoria sono qu(•lli forniti 
ùaUa regola di elezione (28), con l fisso ed m intero, pos itivo, n('gativo 
o nullo qualsiasi. 

A""· lat. Su per . SaJtltà 11972) l, 1\lr-%26 

9 
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\c·l c·a~o piìt <-omplc·~~u tli 11 fl irr.u:ion.tl•·. il t r;ttlo r. l"·riudu a,,ialo 
clf'll' c· lic·a cli,:l·ontinua. ì· a""'' li H·. t'in(· l' ,. -.r . ,. In -.paziu t urn l l' fra i piatti 
clc·lla l ra.., furmala 'a a :wro: c•iw'· "'ulla fi~ura eli tlillr;l'IÌuttc· twn 'i H ll tn piu 
tlr~li c•fl'l'l t i\i piani ùi ... tinti . 

In prat·i,·a 7) p puc'• , .... , ,. ro · appn1~,j ruato eia liiHI IJI IIlll' lh· frazinrw razio1· 
n,tlc· q t( l'lll· tl r t<· rrniJta ltttlo• lo t•..trall o·ri,lic ho· clt•ll,t hl!ll r.t el i diU'raziutlt: 
In cJi,l rilm:r.iorw d'intr·u,i t .'t ri ... uha Cfl lÌWii t'Hill't' lll rnta :-ui « layf' r· linc' '>> 
ÌtHlÌ\ ioJualÌ da) ra JIJIOrlu IJ q' lll il ) Hiic·Ju~ I'J IIt' ~tu 111111 I'CirrÌ'-)Ifllltlc• ati Ul t 

c·llc·l ti\'' p{·riodu dc·ll.c .. , r ut t ur.t. i « 1.1\ ··r-liuc•,>> ri,uhan" allar~at i nella 
.lirt•t.icutt• clo·ll"a..,,c• Z. 

IJ ) Trasji>llll(/1!1 eli 1-'utni••• di \ t•/ifhc• I'IIIHsioli 

( tJII'"''' rautlo il ,.,, ... ,, eli \ c·li l'lll• tlj,, ·wtttt•lw co.t .. , t.tli c·oll•·l!al o• cb tuo 
.t ·~· · cl t "lllltut'tria di ~raclu \ . ),, (~ l ) ... i rt't rt\ , . : 

'' '·'' Il , . L ,. 

elci\ •. la funzimw llc.\ ra ppr•··c·r•l.t ur,1 \ l'iit·lw c·uii i ÌIIth t'"•t"iali. 
Pc•r dc·terurinarc• le· propril'l :a clc·lla Cf {Il,, l lc'IIÌll ll tll pr• ' ~'~ ·ut,. dt•· una 

•l ~ 

rolaziou •• Ili Il es intorr t11 Hlrill•• •' : di 1111 atq.!oln pari u - \ · )a .. ,· in la funzintto · 

iwtlt cra la ,. dw ' lLL•·.• Ia rllta.,,iuHc· ,·. t' 'J"i' a),·ult• ad tll ta t rn- lai\Ìnn•· pari a 
l ) \ httl!!u lu '-ll':"'C' a'''': dul'" 1111u tal•· tra,Jatiullt' la I L ,. ,j put'. "'t'rl\ •' rt' : 

Il,, (r.\ . : ). 1'01! :: z P \ . (' pc·r 'JI'·"''" .. j i· tlc•llu ,upra: 

Il _,. l x . y . ~ ) p \ (3)} 

(3:! ) 

D'altra partt' ""Plit itauclu l.r t:f Ili ,. \ t .\' ._::) l ... j ha: 

: ' cl .\ d\ d.; 

,. 
:/t '~' \ 'd, J, d.: = 

IZ:r -PZ,..:r [Jf ( )j = e N ::T es x , J , z (33) 
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p 
Confrontando le (32) c (33) s i n de che il fattore di fase el 2" .vz deve 

e t're ugualr :~ l ; inoltre poichè ,uJl·n-esimo piano Z,. della 51 [He..v] 

vale la p . z" = n ed il fattore di fase diviene e 12 '" -~ • "dc,·c es en · multiplo 
intero di N. 

Da t' iò t'Onst'gue che nella 51 (H e ,v] non <:ono prr'lrnt i piani Z,. su C'UÌ 
t•ompaiano funz.iorù eli Be sci i cui ordini non siano multipli di N, e 1.n corri· 
sponllf•ntc spnziatura aumenta da l /P ad Nf P. 

~ C\ idcnte allora che la ~ [ flds] è ancora data dalla (29) in cui i possibili 
n sono ora forniti dalle due regole di selezione : 

l ~ tn - um 

(34) 

o ve k ì· tlll intl'rO puo: ttl\ o, tt<'gativo o mùlo. 
Si può •larr mtn :H•mpli<'f' intt' rprctnzione g<•on~t• trira ch•llc r rgole tli 

Rt'lt•ziunt· (:H) tnn~illcrnndo il n·ticoln rN·ipro1·o dc·lla proirzione radiale 
licll' t•liru .Jj,..,·nnt inun. 

Sf• " " ta lt• rt• ti rnlo rt'riproro ;;i introdure un ;.Ì'-ll•ma eli roordinatc 
nwcliant e' tU\ as!'r orizzontale «tu> ed un asse vt•rtic·ulc « l», in modo che 
cia .. C'ttn punto ,.ia t'arntt t> rizzato tla tuta coppia di inter i 11 , l, è fae·ilt• verificare 
t'urne· tutti i punti ' t•ngano a tro'\·ar .. i ~u rette le Ctli CfJUazioni -.ono date 
t lati c (:l l ); 1·iì1 si~6ca (•hc l'f'~; i .. t r nz .. di un flato punto di coordina te n , l 
implira la prr t•nza della fu11 zionc eli Besscl ],. sull' l-c .. imo « layer-line» 
d ella lìgura eli rliffrn;~ione. 

TI grnta·o ehe 1.i p uò cos truire in.troùw·cndo tal 
reti t•olo rt•<· iprot·o vit·nt• gen eralmente •·hiamato grafico 

tcota di indici sul 
(tt ' 1). 

c) Calcolo della trasformata dflla proifzionr di utrn 
Mmttura elicoidale 

La JIUrtirolarc confìgurnziouc di 1wa s trutttlra ,.Jieoidulc (o tale che, 
in t:: t•m•rc·. h· rclat iv(• immagini elettroniche pos:.ono c~:.rn• con idt•rntc come 
proit•zion i nurmnli all'u ~o:-e longitudinalc della btruttura !> t C"htl. 

La tli~ tribtlz io rw di dcns i tà ;.;u una micrografin clcttr(lllÌ!'u per un'elica 
11 (x ,y, .:), il cnj a:JbC longitudinalc si a suma coincidNc con l'asse .:, sa:rù 
clntl\ 1ptindi dalla : 

11 (y , .:) = f II (x , y , .:) d x (35) 

p er In trasformata !1 [q] , j ottiene allora : 

fF l C1 ( y , .: )] = _( f (J Il (x , y , .: ) d x ] e • : " 1J Y • ~~ d y d : ===» 

(36) 
= J./.1 ll (x, y, .:} e•::r (: 1 '+ •~• dxd) cl.: = 5I [ 11](0, )' , Z) 

.. '"'· Zet. Supn. SanltA 1\97~) t. 107- %28 
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Dalla (31•) l' i 't:dt• eioì· dii' la lrn..,ft~rmnta di a( ' . :) pu ì, P~~•·rt' con:.i· 
dt•rata com e la l ra .. formnta dt·ll'dit'a t ritliu H·rt .. iunalt· Il (:\.' . ::) .. uJ piano 

À = 0. 
Pila cli~>posizione ~' J h'riuH ·n l alt· •li par.t;.,rrnf,, J. Fig. ~- la l ral-> formata 

th·lla rr (:r, .:) t' osM·n·abilt- :.uJ p ianu F: <iu•'- t alt· piano c' Hrri-.pond•· al p inno 
X = O d ello ~> pazio di Fuurit·r. 

Nel pwttu l' d,·l IJÌallll ddlu h~urn ti. tliflra.,iun(', l'intt·n-,ità d c>Ue onde 

diffratt e' arà data nUora dalla: 

1 (P ) = !1 rn dl rP l 

n c·a,ata dalla (29) l Pnemlu t'cont o d11· p,•l 

dr i ca '11 asf-lUDI' i valori 1/ 1 = -:r (.• 1/' 
•l 

(37) 
" 

pian11 \. = () la t t~ordinat a cilin-

J . ) " . 
•l :'T ri'•)ICt t 1\ <I IUI' IIIt' Jll' r po,.l• 

t Ì\ o {' nrgati\ o. e dtc l'intt·n .. it~t do•ll,t racl iatiOih' cllffralta ì• tlat:l dal modulu 

<lltudrato d cll'umpirzza. 

4) LA TJ-' XIC.\ Dl.J l Il f'1( \GC,IU OTTIW 

Ln t cmit·n d t• l filtraggio o t l ÌC(I ("l l f, &.. n l• nn ... rFR. 11)66) I'Oll :>l:'nle 
(li rico111 ruirr migliorata l'immngin•· d i parl t'll7tl. op•·rundo la t m .. formuta 

ottica della 1 dati\ a fìgma di <liffra zionr. 
Coll tm proccdinwn.t n s p e riuH·ntnlt• .... ..,tanziulmo•ntt• ,. ,·m pl il'c :>i pos:~ono 

~·..,c·~uin· due tipi di « fìlt ruggin ottit•u » dt·llo· mic·robrralw t>l e tt ronidw : pru­
dtltre immagini 6JLuli dalle cp u:Ji ..,ja .. tato «filtrato>> il runiOro· tli fondu 
prt'l>cnH• sulla nùaogral:ia e lettrollica. o im111agini fina li tlallc· ctnali "' ia ,La to 

«filtrato» il t•outrilmto f'urnitu da " trultttrt• "'" rappn .. l t• a cpwlla rlw :-i 
in l end t• os ' t•rvarc. 

Come v etlremo nel "t'guito il )'ntl't· tli nll'ntu t e~: uicn i·. llf'i dut· ca .. i. 
t'~"rnzialmenle lo Sl t'"SO. ma i print·ipi tt·nrit•i "Uitu diH•r .. i. 

a) l nwta~it• P mrdia 

L'immagine elettronica di w aa strullura pcr iuclira. o di tuta di«t ribuzione 
n•golarc di clementi s imili. mo ... tra "l'~'''., notr' oli variazioni nt"i dettagli 
d c•i componenti s t c si. 

Tall· variabilità p uò esser e do,~ula o p ii• fattori clw si matù festano tutti 

in ieme come « rumore di fondo» d ella mir rografìa el<·ttroni t•a: danni subii i 
dal preparato, colorazione irregolare, " ' rut lllfa granulnrr d el Mtpporlo, eCl'. 

l n quc ti ca si può esser e con' ('nient e· n ·alizzart· llUU «immagini' media» 
(FRASER & MILLWARD, 1970) d ella strul tura, mediLU\tc la« O\'rappo iziooc» 
di un certo numero di immagini, con la conscguc•Jltc r iduzioni.' d r l rumore 

di fondo. 

A nn. hl Suvcr. Sa•llltl 119nl l , t li7·!U 

-
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P er ottenere ciò i' possibile utilizzare il fatto ch e l'« immagine media» tli 
una st ruttura p eriodica o di una dis tribuzione di elementi simili I'U rli nn 
reticolo, è parte della convoluzione della immagine originale con il reti­
colo stesso che, più breYemente, indicheremo come la funzione di media 
dell' immagine. 

Questo ì· illustrato in Fig. 9. o,·c la micrografia •': Tappnsentata dalla 
(UStribuzione regolare eli elementi idr ntici u , ,. , w, •· la funzione di media 
dal reticolo x , )' , ;; , di periodo currispondente. 

Dalla Fig. 9 ristùta evidente l'Cline « l' immagine media» d es idr rata 
sia fo rnita dalla parte crntrale della Cf)I\YOluzione, costitttita tlalla !'ovrap­
pos izione dei tre elr menti. 

MICfOQr afta runziont di me.dta 

GOO • • • 
!Xl 

u w 

Convoluz iont 

U U•V 

Fig. 9. - Immagine medi n oltetùbile rlall11 cnnvoluzione fr11 la microgralìa t' la corri­

~pondeute funzione di media. 

Indicando con l'operatore g' la t rasformata di Fourier , con l" operatore C 
la convoluzione, con f 1 la micrografìa 1·lf'tt ronicu e1L / 2 la corrisponclcnt•~ 
fun zione 1li m edia, vale la relazione : 

(38) 

Cioè l'operazion1· di convoluziouc può essere eseguita facendo la lra­
sfo r mata di Fourir r dt•l prodotto tldle t rasformate. 

La g' {f1) v iene ottenuta snl piano fii diffrazione F di Fig. 10, mentre 
Ja trasforma ta della flmzione eli ffi Ptlia f z pnÒ CtiSt~re appro,;simata mt•diante 

Fi~:. 10 . - Contlizioni ~J)erimen­

tali ntilizzabili J)Cr 
ottenere l'inuna~;:ine 

media tli uua micro­

gcafin. 

A 

l Lz 
L, l 

<:::[J 
l 
l 
'• 

;' 

) ( 1,)· } (12) c ( 1, .1 2) 



apcrlurP H l di uuo .sdu·rm o opaco <1 : JIOitendo Ju sehermo a ~ul p iano di 
difl'razione F :< i put', aUuru o ttenere il prudo t t o 9' (.ft) · fJ (J2) . La conYoluzioue 
ril'lliestu, C [/1 ,JJ, la cui par t e rcttlralc fornisce « l'immagittl' nu.-dia », è 
la t ra formata ollica d r ll a figura di difl'raziotw filtrata <·o:.ì ottenuta. 

l 1/p J ''-'-

Fig. 11. - Co•trozione della tra· 
•formala di F ouri•·r 
J {f~) di una fuuziu· 
1\1' di m('dia r~ unid a­
llli'II•Ìonall'. 

Il nrunl·ro n di immagini 1•arziali dH· torn pon gono l' « immagitu· m edia» 
~ C'\-i<lPHterurnta· uguak a l munero di punti tlr lla funzimw di mNlia _h. L l· 
poo:~ iLili alt,• razioni pr~·~•·nti n cUt• .. , ntllun· !!L Udiate fauno .,j cht•. dopo u u 
certo numrro 11 di d t·mPnti che n r ll' immagint> s i ripr t ono run un drtcrmi· 
nat o rwriodo, co mpaiano rlem r nt i s pa'l. iati PtJn una pr·riodicit<'l di,•cr:;a ; 

il ma,.•imo Yalort' util i' tli n ri~ulta ,., idcutt·ment r cpwllu eorri<.po111lente 

ngli t•l,·tnenti H'Jltlrati ùn ll o stt·~:'O pt' riodn . tlll ' lltr<: 1wr ' :dori 1li 11 maggiori 
la risoluziont· dell'« imma~int· media » to·rtdo· a diminuin·. La parte della 
i mmagini' •' litro r ui g li cl.·u wnti st ('~~ i •i ripPtlll tO ron il nwtl('~imu periodo p 
è deftnita rom t> iJ dominio eli cocn·nza tletrimmaginc ~; tc:.,.a . 

Fi~. 12. - Co~truzion(' <il' Ilo tru­
~fonnaln d i F touri.-r 

J {ft) di unu fu uzoo· 
Jl(' di mrdin /'! hidi· 
mrn,.iounlt>. 

. . .. 

... 
"""· l 

,l 

o 

o 

q 
>::!..." ~ 
"A: :~ 

g 

o o 
o 

o o 
o 

o o 
o 

} ,,1, 

Corninciamo a <' IHI"idt•rar(• il ra,.o in cui rirnmagino• original t• ,: ia CO!-tÌ · 

tuita da una di :- trjbuziont· p l· riodir a uniclimt·n ,. ionah· di dt·tnl'lll i identici. 
St• l •': la d imen.sionr del dominio di rocTI'nza. la funzion•• di Jllt•dia fz (fi g. Il) 
è una d i1' tribuzionf' liurar1· di lunghrz:r.a tu l a le / . pt·rio•lo p. r d n = lfp 
pwlli ; la corrispond•·nt i• 1 ras formata plu'• c.,o;rn · a ppro:-,;imat a 1la una serie 
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<li fenditure parallele, su \Ulo schermo opaco, con una spaziatura proporzio­
nale nd l ,p rd tma ampiczza proporzionale ad l ,'n e (pùndi ad l j / (para­
grafo 2c). 

Consideriamo ora il easo piit generale in cui l' immagine sia costitttita 
da uua distribuzione di elementi s u eli un r eticolo piano. Delimitando con 
una circonferenza eli d iametro d il dominio di coerenza clcU' immaginc, la 
funzione di mc·dia f 2 (Fig. 12) ;oarà data c la lUla corrispondente zona circolare, 
eli cliaml'tro d. del reticolo piano in cui ~uno contenuti un numero 1\1, pro­
porzionale a d2, di punti rdicolari ; la corrispondc•rtte trasformata può t'S"t·re 
appro;,.!o imata da una serie eli a perture, Hl uno ~ehnmo opaco, eli d iam\'tro 
proporziona le ad l .' V ;VI , e quindi a l 'd (pa ragrafo 2 c), dis tribuite ,.;cconclo 
il r l'ti c·olo reciproco drlla l'un,7.ÌOnl' di mc·dia f 2• 

rl , ·alorr d .. lla co,.;tantc· di proporzionalità , !'ioè il faltorl' di ing randi­
mento cld rc•ticolo reciprni'O nece,.;,.;ario per clt'lc•rminare di ,-olta in 'olta 
l'ampi c•z1.a d l' llr apc•rtllr<' ~mllu ~l'hc•rmo opaco, ì· funzion e cldla dispo, i1.ionc 
d<'gli dPnH'nti del clifl'ratloml'tro c• può vc·nir c·on\·enic•nt!'mertl c• cle·tf'r­
minato taranclo lo :-tnlml'uto con un rc·ticolo eampionc. 

b) J.t'iltrn,~gio rli -~trutwre sor'rCrppostl' 

L' immagirH' dw ,;i ottiene da ltn micro,.;l'opio el ettronico a tra,..mi,..,.. iune 
pnc'l •. ,.,,·re i l ri,..ultato della ,.onappo!i izionc di immagini eli ,.. truttun chc nel 
campion.e ossrrvato ,.; i trovano su piani diversi. 

\. ieì <·apita :- i ~tnna1.icamcn1 c utilizzanclo la tecnica di o::-servazionc in 
coP.t ra:- to n cgati\O che fnrni scf• immagini chi' rapprcsl'ntano la proie7.ÌOtll', 
s u un piano, «lella dis tribu1.ione tridimcn.sionalc del mrzzo di contra~to. 

Se !t: ~trutture ,.;ovrappos te pos"ieclono una certa pPrioclicità la tecnica eh·lla 
difrrazione uttica permette eli ~epararrw spazialm('ntc, s ul piano di diffra­
zion e, i risp etti" i l'ontrihuti a ll'immagine fìr>.alP. 

La periodieitù delle :;trutturc· clà iufatti orig ine acl una distribuzione 
tliscrl'ta «li raggi cliffratti , ro:sicchè :-tula fignra eli diffrazione è pos,.. ibilc 
assegnare i vari massimi di iutensità a gruppi diversi, cot rispondenti ad 
a ltrl'ttante ,; tntt ture s O\ rappo:-, te . 

Utilizzan«lo ,..e•hermi opachi, opportunamente fo rati, posti s ul piano 
di clill'razione, ì· po:;,-ibilc sPlezionarr t;ùi gruppi di raggi diJl'ratti ; la tra· 
s formata di Fouric·r della figura di dill'raziotH' COl>Ì «filtrata» fornis<• t• allora 
l 'immagine della :-ola ::. trttttura che ,;i 'uole <' tudiare. 

t: n a corretta s Plczionc, ::.u.lla figura eli ditl'razionc, dci :;ruppi di raggi 
dill'ratti provenit•nti dalle (livl:'rse ,o: trutturc può l'SScrc tuttavia difTì cile a 
reali1.zarsi. 

Può accaclen• infatti ehe ad alcuni masl'imi delle figure eli di1frazione 
contribuisc<UlO piìt ;o; trutturc·. l'o;.icchc-. la loro intensità rÌ !> tllterà ma~giore 



cht· ~~· pro' t•nis ... cro da una ,.ola: JH'Irat t uart• la ri('o ~t'ntziorw dl'lrinunaginP 

o t·t·orn·rù pPrl'it. allcnuan· opportunampntt· la loro intt•n,;itit. 

Inoltri' r ('."du:<ionf' o UI Cll\i di I{Ualdw rag~io difl'ratto puÌI portar.· a 

gru,.~olani artcfatt i ; }'('rl'iò la Jigura di dill'raziont• di'\, . t' ~-"''r(' !- lutliata ,. 

ri ,-ulta. r 1,· ;;truttun· ch e la protlut·uno dt•lt•rminal l' . prima di proct'dt•rt• 

alla opt·ral'.imw 1li «filtraggio». 

3) IL H\ \t .O OTTICO 

l: apparato "J>l' rimt•ntal•· cui ,.j fa rifl'rÌrn<'nto 111 qttl',lo hl\ o1ro ,-. t·u,.ti­

tuito tlal diflrallom t·Lro ottit·u l'O illlllf'rcialt· cldla Polaron lrbt rurne nt, Ltrl 
(L·mdra). 

Gli Plt· IIH' I\li tli t alt• apparato (.'lA Ili'\ \1 . 1908) ,.ono montai i ;;u di un 

banco ottit·t• di prcci:;iont·, a doppio binario. d ella lungheua tli 3 llll'tri , 

dotato di tw.a graduazione millirnl'lrica cht· permt' llc ht riproduciLilitù di 

po~izionr d egli clt·rncnti stt·ssi; la rigitlitù dd banco c as:-it·urata dal ~ un 

ancoraggio ad una doppia guida in acl' iaio. 

L 'intero apparato s perimrntalt• P'-'!!gia ,.:u di l lll Htpporto in it•gno t ' 

fdt ro dw n•· garanti ~'<ce ri ;-.o)anwnt u da vibrazioni m<' t('i.lll,irhe. 

:'\dia di~pn:<izion{' sp <'r imerttale utilizzata. la conclizion;· p er la difl'ra­

ziont· a picl'olo angolo. cioè· la }IJ•,.; ibilità eli prcmlcrt· tg O ~ scn O. c·on 

l'angolo O clc·fini to in Fig. i , risul ta eompktantt•nt~· vnilì!'ata. 
La ,.:orgrnL .. di lucra di ,.:po;-.iziolll' è· un la~f'r ad 111 - S 1 b cui ratliaziono· 

ha lunghczw d'onda J. ~ l o~ A : i rc·tieoli di <lifl'razionc· !'ono micrografit· 

f'ie ll nmif'llt' di strut"turt· JWriodit'hl' i cui pl'riocli p . s ullo · mil'rografit•. !'Ollo 

in gcut•ro• !'ompr .. :-:i nelrintcrndlo fra l m m = : 1"7 A <' l O -l mrn =- l 010 A. 
Pn gli angoli di difl'razimw . dalla (l 1J ) :- i ha: 

,. ,•n f) 
i. 

( :~9 ) 

:::en () ri !->atlta Jh•rcw compre·><• fra Jn - ~ r l O - 1 aml•i•tm<' lllo· r~rllimilt' tlt-lla 

difl'razion1· a pi cc·olo angolo. 

<'t>mpont·nti ottit·i d t'll'apparato po:::,.oHo ,•,.;;rrf· r:t!'!'olti. St '('UP.do lo 

se h<' ma di Fig. 13. in t rP gruppi lli :- tint i {'Orri ,..pondenti ri ... pN lÌ\ amPnt <' a1 

si;:t cm i di : illu minaziorw d r Ila mi(' rograli~ d cttronic·a « a». forma,.ion t· dt·lla 

fi gura cii <liffral'.iulll' «In> t' rico,truziont• dell'immagiHr «c». 
Il primo gruppo d t• i componenti r ralizza un fa:< cio <li l nel' ('O<'rl'nt ,. cl i 

grantlt• r~Lt•n.;,.iont·. 11 lasf•r (.4). d,·J tipo Ht• - '\1·. con potenza di u,cita di 

l. O milliwatt, costi t ui~ce une. sorgl'fl.tt· di hH'I' CCH· re n te di diarn!'Lro eli l'in· a 

~ mrn c di lunghezza d'onda i. ~ h3~8 .'1. 
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La lente biconca,·a (B), inserita immediatamente dopo la ::-orgentc 
laser , genera un fascio tli vergeulc che ,-iene· limi rato cla un diaframma fisso 
(C), di 300 l'· per eliminare gli pfl'ctti dell a abt·rrazion{' ~ft•rica della lente 
s t essa. c quindi collimato da una lente piano·con'·",.;>:a (D). 

Tale sistrma ottico pcrmettr tli ottrn.rrt• un fa.~cio incitlcntc ,-ulla m icro­
grafiR t•lettron iea (E) di circa 2.3 rm Ili el iametro. 

La micrografia elettronica i· fi ::.i'ata ad un :-upporto eht' ne 1w rmette 
traslazioni ;'; tt un piano pcrpcn.dicolart> a ll"ass•· di'l banco otti('o. 

D -IT 1 

' l 

: A B C 

: 1 ~t~ ~l , ~tf.· '· - ~- , f\-. - - l ~·' --- Vlit ~ -· 1:::... ·- -' l - - - v ,, . •, . ·. --
1 
l 

o E r r ' c ~ 1 J .; , . • ~ 

Fig. 13 . - Componenti ottic i ti l'l tl ilfru ll om~tro. 

Il ,:econdo gruppo di (' lemr nt i P. r qui\'alentc ati una h' n te con \'(' rgcu t e 
di lunghissima clistanza foca le·. 

La ligura eli di l'l'razione eli (f.'} ... j forma :-:nl piano foca li' ( F') dt·lla lente 
piana conves>:a (F); quc>: t a tigura , -j(·ne qu.i.ud i ingrandita dalle due lenti 
(G) ecl (H) che ins ieme ;.i com portano come una lente conv1·rgentr, e proiet­
tata s ul piano (1) dalla l1•o.tc piano ('Unvr,.:sa (l). Variando opportunamente 
la po izione rli tali leo.ti c del piano (J ). ì· p ossibile ot t enere ingratUlimenti 
divcr r-. i per la figura di dif[,ar.ionl'; il fatton· di ingrandimento, cioè il prodotto 
fra i periodi !" tt lla micmgrafìa elf'ttroni ca r- le clis tanze fra i co rri~pon.denti 

mas:>imi della figura di diffrazione• può •uri\'ar e fi no a circa 10. ì\l'cUa disposi­
zione da noi !-inli tamr·ntc u,ata il fattor e tli iugrandimr•nto r is tùta c irca 2 ,5. 

ll cCr zo gruppo eli dc•menti. ('fpùvalt·nte aneora ad 1111a lente cor~ver­

gcn .e . è in grado tli ri cost r uirr·. opportnnamt"nte ingrandita, l'immagin e 
della microgratìa elettronira. In pa rti1·olare la. lf' nt t> piano conH·~~a , J...: ) 
ricomporle ~ul r-. uo piano fo cali' ( /{ ' ) la fìgtua <li <lilfraziorlc 1lel piano (J) 
in una immagini' che ù la r i ro~trm:ÌOJll' della originale microgralia !•lr·ttro­
nira; ljUCs ta 'irne poi in.g ranùita r p roit•ttata ;.;ul piano (.\') per m<"zzo dellt· 
due ll'nt i (L) ('d (2\J) <"ht• insieme s i comportano eo me nna len tr conver­
genti'; l' immagine dw e·o ;.;Ì ;; i for ma i< ul p ia no (N) ri~tùta ro,·esciala. 

La possibilità di 'ariarc l'i .. grandimcnto ,-. limitata dalla lungrzza d r l 
ban~:o ottico; ron qur~lo banro, modificando la 1 li ~po,;izionc delle lenti. , i 
pub raggiungere un ingrandimento pari a cirra !!. mrntre· nt· lla di,.;po,.; izionc 
da noi solitamcnte m-.ata l'ingrandimento è circa l . 

i l • 
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/, ) ..1 /lint>amt•nto d t• i f0111fl011t'llli ott i fi 

T a le· O[lt'razior>.e· ' a e·,.q:ru it a in dr11· fa;;; i :-uc •t•t•s~ivc. la pri111a co11:- i,. t <' n t c 

in lll l all ineauwnt u pr eliminan · dd la .. c• r ris pe tto a l bant·u ottieo. la H·ronda 

Jle·ll"nll ill c>a nw rll" de·ll e· le·P t i ri ~ JWI t o al fa :-cio l:u·wr. 

1 l b s(' r . pv:- t. o ad una e•stn·miL;Ì tlr-1 banco . ì· li ;,; s at o !'Il fli c !';..o me·diaute• 

chw :-t•pporti d"' p t•r nw H ol' o di tra :- lan· c d i r uo ta r e il ::- uo a,.,.,. ottic·u ri ... p t• tto 

al ba ru·u :-l t"""· TI ~w• a lliP r a m ,.nt o puù ,.,. ... ,. r .. o t t PillllO ;wmpl ico•n11·nt c 

pur t~·Pdu . il piir ' ic· ir•.o p o:-• illilo- a lla fi rw,.: t r a di u:-eita dc·l fa:-t·io. uno ,.dlf•rmo 

H l l' Ili ,.:j pos:-a :-o•gn.a t'l' il t't' Pi r o elo•l f'a>" I'ÌO " ' ~'""o: t ras la r11l0 lo >'dH•rmo alla 
altra P~tr!' III Ì I :O d e l ba l' t' " N l ••g?ill:-tarulo il l n:- t•r m modo ch e il fa,. t·io (':ula 
anc·ora :-ul Ct' lllnr H·~nat 11. :-i :-a rù r t''O para lldu a l ha rH·o l'a ,;,.:c ott ic ·u dt·l 

l m-<' r. 

l>a t o il nol o' \ o le· lll.rll t'I'O oli l•· r!ti prl' :- t·n l i lu r·go il lrant·o . la l'I'I'OrHl a fa -,c . 

d i allirll' :lll lt'lltn tlo · l :-i~t .· rua "tt it'" ri ,. jH' tto a l fa-. t· io la:- t·r. ri:-ulta a lquanto 

lahorio:-a c·cl .·-. t ! l' lltamc•J>.to• e ritira. ir• cpan n t o ur • e \·r nt ua lc· d i!'alliHo·a llll'll l o 

d i un a lent e \ io•nt• ampl ilit•:\ to fla llo· :- lll't 't' ;;,.J\ c· . 

1~: oj•por t 11 11 0 pt•J'(•iù "' 'f!.' llir t• un a pro r C'dura op,.rati' a t·l•t· t end a a mini­

mi:-.z•tre fi nl' id t·nza d i l "'" ~ ibil i r rrori JJI' lrallirw a rn t·n t o rlc ·l >i Ì'-tt• llla: per 

11111' "'" ,-. rwet·,.·;~ rio r oll tw:•r•· ria~t·una lr ntt• a~o~ ·l la p ropria po:-izio rw lun;..:o 

il b a rwo o ll' ico ,. quindi a llil lf'arla indip<·n.d entt·m t·nt t• dnJJ,. altr t·. (,l ur·,.:to 

p u o'1 ,.,.,,•n· t c<dizzato iniziaP d o [,. opt ·raz ioni t'OJ1 la lentt• piìa lorr.t an.a d a l la sc•r . 

pt·r· J'l'lll' l'tlt•re· poi t'llll l{llt ' ll t• ;. u rn•,.-. i, <l iiH' Jit t• p iìt 'Ìl' il!l' . 

l l m e t odo p iìr ~ t' rt :- i lri l , · pt•r ' :d utarc· il b tltll' alliJI.t•a rrw n l o di ,·ia ,..c·uun 

IPn t t• con il fa,.c io la--er . ì· IJ ll t' lln eli o ~,.: r•rYare· i du e· print'i pali raggi r iA,•.- ::: i 

d a li ,· ,.u p r rf il'i cl .. lla lt·ut•· , , ,.,.,.a, l'oflt•r>.do da\ ;a n ti al k -.e·r· trrr.o ,. l'lu-r ruo 

fora i o in m oclo d a p l' rllll'll t'rt ' il p a -. •ag;.!io d t· l fa,l' io. ,. i pot ran no O " ì'T\ a r e 

sul n •tro dcii v ,.dtermo i dut• r aggi r ill t•,. ,.i c·om•· m acch ie lurui uo!'e; ;.i o t t Prri't 

una fi g ura d i inter fen ·nza a rt• rc·hi eon.rr P. tr it' i, •·•·n.t ra ta ri >< peno al fa,.c io, 

so lo quando l'a:-• e o tt il-o d ,• lla lc·nt c· r i,.:ultt•rù a ll il' t' a to c·op i l fa•e io 

~ tl' :::-0. 

T alt- con dizione pu ò ,.,.,.,•re n ·alizz:t ta p oirh,'· [,. lenti ;.ono li,.:,.:ate a l hanr o 

rueùian t.,· s upporti c he· [H' rlll t~ttono :-ia d i t r a ;,)a ro · dw di ruo tart· il loro a;;>' t> 

o tti r o. Agt·ndo con lt· ' i t i d i t ra,. Jaziur•<· l' i pur tc• r iì il fa,.cio l a ~ f'r ad intl' r1'c r a rc 

il !' t•n t ro d .. lla le n t e c ,. i a\ rù quir!di la :>OYrappo~iziurw ddlt· m a rrh it• lumi­

nose r i flcs l!'e; pt•r ll tteru·rc· poi d ii' J'as~" o t t Ì\'O d Pila l c n l c· r isulti pa rall t·lo 

al fa , r io la" t' l' s i don·ù ag ir1· con le viti di rotazione fino a et.: n t rarl' la 

figu ra d i in tt'r f(' f\' ll za r i:: [ll' lt o al fa , cio. 

P roc<·Ùcrulo p e r ,.un·t ~,in· appro:-~ imazioni con i l nwtoclo de~rritto. si 
può i al d efin i ti\ a Ott t' IWrc uu ;:oddi~fal'cnte a ll in('am ento di tutto i l ,. i,. tt· rua 

ot1 ieo. 

.t tu&. l tt. S u per . .''Hinllù U971, 8, tu; :-:! i 
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I 'l linea di princrp10 sar<"bbc opportuno procedere a ll e operazioni di 
a llineamento fin. qui descritte per ogni successiYa utilizzazione dello s tru­

mento; nel caso non ::: i proceda in tal modo, è comunque nf•ec, sario con­
trolla r e ogni volta il :o;uu s tato di allineamento. Un buon indice per quP!'to 
Ì: r immaginc fina}(' del fascio pruclotta clal sistema Ottico : Ja prCSl'Jl.Za di 
macchie luminose Sl'condarie e di banclc d i irltr rfer('nza è :-H·mpre indizio 
elci disallin.c•ami' Hto di cpwlche le nte. 

6) PROCf:DURE SPERDJEXT~\U 

a) Taratura (lei diff'rattometro 

Tale operazione \> r1ccessaria 'lnanclo ~ i 'ogliono csq p Lir e misure quan­
titative sulle fìgure di 1lill'razione ott1•nute. 

Per la clctl'rmin.azionc dci periodi reticolari è ncce,;;ario eonoH:err il 
fatto re di ingr:mdimcr\tO corrisponclc•nte alla cli,posizionc ;;pcrimentalc di'l 
:< is t1•ma ottico utilizzata di Yulta in 'olta. II fa t ton• di ingranclimt' r\tO Jlf 

c'- ch•lìnito come il prodotto tra uno •tual:<ias i dci per iodi p tlel reticolo di 
clifl'razione (.Fig. I<J.a) l'c l il corri,;pou.cl,•ntf' periodo p* clrlla figura eli tlilfra­
zionè (Fig . l-tb) t•ioè : 

Fig. l L - Procedimento per lo 
dl'tl'rminazione tlcl fat­
tore di in!(ruudimenlo 
.H = p · p* clel dilfrat· 
t ometro. 

\T = p . p* 
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La mi !<-ttra di ;\T pu ò 1·ssen• otte nuta, una volta fis!'ata la clisposizione 
sperimentale clc·llo ::. t r urncnto . ricorrcru lo <tll un n •ticolo eli d iff ra zione· cam­
pionf;, d i cui s ian.o noti' le ('O!'lanti reticolnri, ::.em plicerncnte miMtrando ~ul 
rclil·ulo e snlla figura eli difl'razione le- distanzP- p •· l'* l' ealeolando :lf a 
m ezzo tl<'Ua (-W). 

Il fattorf' el i ingrandirnl:'uto potrr hbt• anehe f•;;sen · calcolato m base 
alla coHosr<'nza cl .. ll r l'O:-< l an li oli idw d.dlo -trurnento. ma tale• metndo 
risulta in pratica piìt laborio, o e rnt·no •·,.atto. 
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b ) Sr hf• rmno:.:in cl1•1/e mirroarn{t1• elettroni eh t • 
l"' t.. l::- • 

La zona uclla micrografia clNtrunira di cui :-i ntolt• studìart• lu trw.:f'or­
ma ta otti<'a d c\ c eSl-en· opportnnarnentc cl,·lirnitata p er e,·itan· rl11· il 
«rumore di fondo» provcnicr(tt' dal rr.,tu della lastra prrgiurlidr ì Ja ri :-olu­
zìone ddla figura di clìfl'rn7.ÌOrrt· . 

Questo può «>;o;St'rl' r <"ali?.za lo semplìrcmrnt<• a p pli('andu una Jin C'l'l' rt·lla 
di nastro adr~ ì,·u opacn :-ul rrtro d('lla micrn~rafia <'lettrnnit·a irr corr ì;.pon· 
d<'nza della zorra prt'srrlta. 

Oecorrc tener presentt· dw. t·osì. la figura dì difl'razìont· contt·ff'Ù andw 
la trasformata di Fourit·r d<·lla « fin <•stra» e ri ,.,ultt·rà pnciù nmlagp-in~o, 

per la intcrprNa7.i mu· della figura di dill'ra1.iont• "l<·'-;.a. ('ht• qurlla ,..ia di 
fo rma geometrica rcgolarf' P eon una trasformata di Fnuri er facilnwrllt' 
calcolabih·. quadrata , rctlan~nlarc. t'l'C. 

Le dimcnsioHi dd la« finestra » doYranno e;. ~ 1·rr :-eehe in modo da ,..od­
disfan· contcmporant·ttmente thu• oppo~ tP <•:-igt' ll7.1' : ridurrt• al minimo il 
rumon· di fondo cd includcn· UJ( numt"ro s ufli rientt· di «ripetizioni» della 
struttura periodica r saminata. 

A tal propos ito sarà opportww tcrwr prer;l'ntc l'Ire la defini?.iOnt · t' le 
dimens ioni elci massimi di irltC'n;.ità !'ulla figura di difl'rariorv- '-ono inYersa­
m cntl· propor7.ionali al numero di« ripetizioni» <:ontenut(' nella<< fint·!' tra» 
utiliz?.ata (pa ragrafo ~ c). 

1') M'asl'hcn• per il .filtrctggia ottico 

Fra i pos«ibili m1•todi }H'r la loro pn·para?.ionr quello ch t· ~i t'· ri\ dato 
piìt pratico t' cht· ha dato i migliori ri~ultati ì· cor~->i i'tilo nell'utiliz?.an· stampe 
a contatto, su cari a foto~rafu·a, di'li l' figure di d iffrazione. furall' co11 oppor· 
tuni pnn7.oni in acciaio in corrispondenza dci massimi di intt:nsilir chi' ;.i 
vogliono selezionare. 

Si f! visto che t'- prf•feribil c r 11:10 di mai-'Ch('r(' ('1111 aperlun piuttu,..lo a rnpit! 
ÌI\ modo tale da non esdud('re alcuna partt· dt•i raggi difl'ratti; t'OSÌ. pur 
introducendo un maggior rumon· di fondo, si ha il Yan.taggio di conscr\'are 
n ell'immagine tìltrata una m aggior quantità d i dettagli della immagine 
originale. 

Prima di pas~an• alla realizzazione pratica della ma;:rhera ··~ nrcessario 
studiare in dettaglio la figura d i difl'razione al fi ne di s tabilir e la geo m etria 
della st ruttura p eriodica esaminata: quel-'to 1' \·ira di giunger" ad immagini 
fìltrat<' la cui struttura non eorri>'ponde a quella chr sì Yolt·\·a flltra re dalla 
immagine originale. 

Studiando immagini elr ttroniclw di st ruttun· sonappo~t <' può an·t>­
nire che. a taluni massimi della fi gura di difl'razione, contribui,.can o piìt 
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s trutture; in tal caso, volendo filtrar e il contributo di una ingoia struttura, 
occorrerà attenuare l'intensità dei raggi diffratti corrispondenti a quei 
massimi velando con finissima garza di rame le relative aperture della 
maschera. 

L 'attenuazione ottimale s i può ottenere per tentativi utilizzando garze 
d i rame a maglie più o meno fitte. 

d) Tecniche fotografiche 

P er la raccolta rlelle figure di diffrazione e delle immagini filtrate, è 
predisposto sul banco ottico un sistema fotografico cos tituito da un ottura­
tore c ùa una camera su cui è possibile montare sia films Polaroid sia normali 
las tre fotografi che. 

Virne normalmente impiegato materiale fotografico ad elevato contrasto 
costituito da films P olaroid pancromatici tipo 55 P /N c da lastre Agfa· 
Geva<-rt pancromatiche tipo Gevapan 30. 

I t r mpi eli posa impi egati sono di solito compres i fra pochi decimi di 
H'Condo ('ll a lcuni secondi in relazione a ll' annerimento della micrografia 
elc ttronira utilizzata come reticolo di diffrazione. 

7) APPLICAZIONI 

a ) Studio di cristalli p rotei ci 

Una delle prime applicazioni della tecnica della diffrazione ottica alla 
anali8i di micrografie elettronich<', è stata quella r r la tiva allo ~> tudio di 
cristalli proteici. 

F ra i lavori riportati in letteratura, appaiono eli particolare interesse 
quelli r ela tivi aJla struttura di cristalli di catalasi (LONG LEY, 1967), e di 
inclusioni cristalline osservabili nei mitocondri di epatociti (STER:-<LIEB 

& B E RGER, 1969) . 
Di seguito s i riportano alcuni dati :Strutturali, ottenuti dagli .AA., rela­

tivi a c ris taJli di cataJasi. Tali cristalli, tra l'altro utilizzati p er la taratura 
dell'ingrandimento del microscopio elettronico, s i presentano macroscopi­
camente come piccole scaglie, larghe c sottili il cui reticolo superficiale è 
facilmente risolvibile s ia con la tecnica di osservazione in contras to n egativo, 
che su r epliche ottenute con la tecnica del freeze·etching. 

Le fi gure di diffrazione ottenibili da micrografie elettronich e di queste 
s trutture cristalline possono essere interpretate come il reticolo reciproco 
del r eticolo superficiale del cristallo (paragrafo 2 d); di conseguenza le distanze 
fra i massimi di intensità sulle fi gure di diffrazione corrispondono esatta· 
mente ai periodi reticolari presenti sulle micrografie originali, calcolabili in 
base al fatto re di ingrandimento clel diffrattometro. 
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In Ta,-. l ì· riportata una microg rafia in cont ra,.. to u cgatiYo di un 
cri:. tallo di catalasi (Ta,. l A) c la corrispondente figura di difrrazionc 
(Tav. l B ). 

Il modello dd rrtieolo ~ tqwrfìriale dd cri ,.; t.alJo, chl' JH' (; ;; tato d edotto, 
ì· schcmatizzato in Fig. l.>; sulla figura sono indicai i i periodi rcticolari 
a = (J8,5 :l: 5 A c c = 8i -l (> A: le cli stanzc• c·orrisponclrn ti ad l lo N l 
l ic sul rclicolv recipro('O sono in,'ccc riportate· !-, lilla figttra di diffrazione 
(Ta, ·. lll). 

:\lodellu Ùt·l rt' t i­

colo !<llperfteia lo• dd 
cri,tullo di ca ttd thi. 

Dall'analisi delle figur e di diffrazione si ri('a' a ittolt f (' tm dato t•ht· non 
è facilmcntl' ottenibilc dall 'esam e delle mir rografic in l'Ontra::.to negati' o : 
si possono infatti osservare una serie di massi m i di mi noTI' intensità rh t• 
giacciono sul reticolo r eciproco corrispondt·nt t' alla dis posizione Ile li t· 
subunità E dello schc·ma di Fig. 15; tali massimi. ,;pparal i da cli;;tanZI' pari 
ad l / 2c, dovrebbero essen · as;;cuti :o:c il utic-olo sup<· rf icialc· dd cris tallo fo,..-c· 
costituito da un.a dis tribuzione d i stùnmità t t• LI c· c·quivalcnt i fra loro, cnnw 
n el modello proposto. La loro prc>'cnza sembra «uggcrirc· cht· le s nbnnit:'t 
E c le subunità S non siano c•qt tivalenti ; potnhùt•ro ad t·,..empio giact·n · -u 

piani diversi. 
Tale ipotesi sembra confermata dalla ossen azione· dcllt- r eplil'hl' dt·l 

r eticolo s uperficiale (Tav. l C) l' dali" analisi dellr corrispondenti trasformai c 
ottiche (Tav. l D). Su quc~; tc; ultime i massimi di irll(•ns itù giacciono efl'etti­
vamente sul reticolo corrispondente alla rli spo~ iz i on<' delle subunitit F: 
di Fig. 15, cioè sulle figure di diffrazione sono mis ttrabili distanze fra i 
massimi che corrispondono rispctti,·ame•l.te ad l :a cd a l /2c. 

La scomparsa del periodo r eticolare c dalle mierografìe delle r epliche 
dci cristalli suggerisce che le subunità E cd S po!<sano trovan;i su piani 
diver si; va aggiwlto tuttavia che potrebbe anchP trattarsi di Wl artefatto 
dovuto all'interazionc tra il materiale impiegato per l'ombratura (Pt-C) cò. 

il preparato. 
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b) Studio di membrane cellulari 

All'abbondante disponibilità di dati c di modelli teorici rr lativi alla 

s truttura fine dcUe membrane ceUtùari, dovuti ::oprattutto all'utilizzazione 
cl elle t ecniche classich e di microscopia elettronica. corri -< ponde a tutt'oggi 
una limitata serie di ristùtati "p erimentali ottt· mtli con i metodi cl1·lla 
diffrazione e del filtraggio ottico. 

Questi ultimi hanno tro vato finora applicazione ... olo nello sttulio !'trut­
tnralc di m embrane ti ella vescica urinaria cl el topo (V ERGARA ('t al., 1969) 
c di pareti cellulari di Bacillus polymyxa (Fr~OI l't al .. 1967). 

Si r iportano in f!ues ta sc·dc· alruni ristùtati ott{'nuti tlagli AA. nello s tudio 
di pareti cell ttlari batt e riche. in particolare eli B acillus megatherium. L'analis i 
al tliffrattometro ottico ,-.. s tata condotta su micrografì(' c l('ttronichc tli tali 
parrti ceUtùari, osservate con la t cl'nica del rontra::< to nrgatiYo e dt' ll' ombra­
tura I'Oil P t - C (Tav. 2A e 2C). Lo s tudio delle rt·latiV<' figure di difl'railione 
(Tav. 2B e 2D) ha mos trato c·ht• il rl'ticolo s uperfìcialt' tli tali membran<' è 
co;;tituito Ila una dis tribuilione regolare di ;;ubtmit i'ì la eui -.immetria t' clnc·lla 
eli un gruppo piano p t c la cui costante ret icolan· ri~Hlta p ~ 130 A . 

Questi dati, pc•r la loro analogia con quelli otte nuti da FI~CII , KLUC 

& XER.\IUT, (l%7) ne l ca so del B. polymyxa, itulnnmo a ri te nere po"­
,.. j~ilc ripot csi di 1111il i"trnttura rctieolare i"Uperfi cial{' tlc•lle pareti n •llnlarÌ 
co mune almeno alle clivrrse " pc·c·ic: hattcrichf• ridia famiglia clelle Bacillacc•p. 

c) Studio di cnpsicli Jagici 

P er quanto riguarda la ;,lruttura fine de i ca[h idi fagi ci s i ritroYano in 
letteratura pochi lavori relativi alla disposizione tle lle s ubunità pro tc iehc 
nelle politel:ì t e del fago T4 ( FI NCH , KLUC & STnET'l'ON , 1964; YA;\'ACTDA 
et al. , 19ì0; DE Hosn:rt & KLUG, 1972; YANAG IOA Pt al .. 1972) e nel caps ide 
dd fago G (DoNELLJ, Gt:GLIELMI & PAOLETTI, 1971 ): Si riportano, a titolo 
d i ('sem pio, i ri&ultati riguardanti la s truttura tirw ili cruest'tù t imo. 

Durar\tc lo s tudio morfologico del fugo G. è ,..ta la osserYata una strut­
ttlra regolare d ei capsidi vuoti(« g hos ts ») nelle sospc·ns ioni fagiclw c~aminate 
in contrasto negativo. Tali sospens ioni sono s tate trattate in rnoclo rla 
ottenere preparati acl alta percentuale di capsidi vuoti c sono s tate quindi 
:.nttopos te ad osservazioni sist ematiche sia in contrasto negativo che <·on 
la trrnica dell'ombratu.ra. 

L(' micrografic ele ttroniche o ttenute (Ta,·. 3A, 3C) :>ono ,.;tatc· ,.. uuliat e 
con le tecn iche della diffrazione ottira (Tav. 3B, 3D). 

Le figure tli diffrazione sono risultate caratteri :; ! iche rl i una ,.; truttura 
ordinata S(;condo un gruppo piano ph; la costanti' reticolare p = l,tO .4. 
è stata misurata stùln figura eli tlifl'rnzione con. un errore del 5° 0 • 
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In T a,·. 3A i' riportata wt.a rico~truzione della O'truttura a !>ULunitit 
del cap11ide. ottennta mediante la teenica del filtraggio ottico. 

In base ai dati raccolti i« ghosts» sono risultati costituiti, secondo lo 
schema di Fig. 16, da un monostrato proteico le cui subunità sono sistematt> 
su di un reticolo ~uperficiale dotato dPlla simmrtria del gruppo piano p(), 

nella pu;;izionc corrispondente agli a!>si a simmetria ternaria. 

Fig. 16, - Modello d~l monostrato proteko co· 

~titut'nte il capside del fagn G. 

d) Studia di strutture elicoidali 

I primi dati sperimentali, ottenuti con metodi ottici ili analisi, relativi 
a strutture biologiche elicoidali, sono quelli di KJ.UG & BERGER (19M) 
riguardanti il TMV (virus del mosaico del tabacco). Successivamente tali 
metodi sono stati applicati allo studio della struttura fine delle fibre flagel· 
lari di Trirhonympha (GRIMSTONE & KLUG, 1966), delle code e policodf' 
dd fago T4 (MooDY, 1967; KRIMM & ÀNDERSON, 1967), dei tubi di catala~i 
(KtSELF.V, DE RosiER & KLUG, 1968), delle variazioni tuhulari di virus del tipo 
Papilloma-Polyoma (KISELEV & KLUG, 1969), dci filamenti di F-actina 
(MOORE er aJ .• 1970), dci tubi di glicogeno fosforilasib (KISELEV, LERNER & 
LrvA!\"OYA, 1971) delle code del fago G (DoNELLI, GuGLIELMI & PAOLETTl, 
1971). 

Di qHeEt'ultimo fagt~ gli AA. hanno studiato la struttura del manicotto 
caudale sia nello stato disteso che nello stato contratto. Qtii di seguito è 
riportato, a titolo esemplificativo, come si è proceduto all'analisi strutturale 
del mani{'otto n,ello stato disteso. 

Una an,alisi statistica delle dimension,i del manicotto, eseguita sulle 
mkrografie in contrasto negativo (Tav. 4A), ha fornito una lunghezza media 
di 4550 A, con scarti dalla media compresi entro il 3,5%; con tale analisi 
è stata inoltre accertata l'esistenza di vari gradi. di collassamento della 
struttura ed è stato 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 
elicoidale (paragrafo 3). 

Sulle figure di diffrazione studiate i massimi principali possono essere 
assegnati all'uno o all'altro dei reticoli reciproci (Tav. 4C). corrispondenti 
rispettivamente alle due superfici del manicotto. Nella grande maggioranza 
dei casi questi reticoli sono risultati, con buona approssimazione, la immagine 
speculare l'un.o dell'altro-; cioè 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 è stata anche riscontrata 
una maggiore inten.sità dei massimi di uno dei due reticoli reciproci, rispetto 
all'intensità dei massimi dell'altro. Ciò è interpretabile con tma diversa 
colorazione delle due facce del manicotto. In questi casi è risultata sempre 
la medesima faccia a contribuire ad i massimi più intensi. Pur non essendo 
possibile distinguere con sicurezza le due superfici del manicotto, relativa­
mente al loro contributo in intensità alla figura di diffrazione, è tuttavia 
possibile, come già suggerito da altri AA. (FTNCH & KLUG, 1965) che 
i massimi più intettsi siano quelli relativi alla superficie del manicotto che 
si trova a contatto con la pellicola supporto. 

Sulle figure di diffrazione analizzate i massimi di intensità cadono su 
wl sistema di piani le cui spaziature risultano equidistanti entro un fatto-re 
del 12%. Il grafico (n, l) ricavato- dalla analisi delle figure di diffrazione e 
la corrispondente proiezione radiale del reticolo superficiale, 1·iportati in 
Fig. 17, sono dunque da considerarsi rappresentazioni della struttura del 
manicotto disteso valide entro tale appros­
simazione. L'elica base è stata, poi, disc· 
gnata levogira in accordo con l'ipotesi che 
la superficie che contribuisce ai massimi 
più intensi sia quella in contatto con la 
pellicola supporto. 

Dal grafico (n, l) si può dedurre im· 
mediatamente come l'elica base della strut· 
tnra studiata, doè l'elica con il passo mag· 
giore, venga descritta dalla regola di sele· 
zio-ne: I= l· n/N+ 3 ·m, dove N è il nu· 

Fig. l7. - a) Grafico (n, l) del reticolo ~uper· 

ficiale del manicotta. b) Proiezione 
radiale del reticolo 8Uperlìciale; la 
superiìcie cilindrica è aperta e diste~a 
5ul piano con la superlicie interna 
verso l'alto. 

lU 

•l 
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mt·ro di parlPnza dpJreliea basr-, stessa 1:ioè il grarlo di simmetria a~~iale dt•II.l 
;;truttura. La >-paziatura df'i piani ,<;ullt• figun• di ditfrazioiH' corrisponde 
atl un periodo m•lla direziont• assiali·: c= 115 -,- 14 A.; la pre;;enza di tut 
ma~-;~Ìmu ~u l -,"" 3 in corrispondtmza dt•l meridiano Jlf'rmettt· inoltrt· di d<·­
tt'rminart· la ~Jlazintura tra gli anelli tr~~ver,.ali (li ~ubuJl.ita: p = 3B ____: ~ A. 

L·intt"ro manicotto di...,te;.o risulta quindi eoHituito da: 
V'p = 45.')0 A.:.38 A = 120 + 18 anelli tr-aswr~ali di r.uhunitZ<. 

Pt•r df'tf'rminar(> il numero di partenze .\' ddrdica La~e, l: btato ri('aY<tto 
il llÌÌl ba~«o ordine n dd!t- funzio1~i di Besse! prt'~enti !>ulla figunt di difl'ra­
:t.iont·. '\'el no>~tru t;a;,u le funzioni di ordine piì1 La~"'o dominano la rli~trihn­
ziont• di inteJJSità sul piano l= l: la po~izione del mas~imo prineipak di 
intl'n~">ità su tale piano (~ stata allora misurata MI figttn• di diffrar.iom• tli 
manicotti clu·. in basp alla anali~i ~tati~tim ddlt• dimt·n~iOJl.Ì appart•nt.i tlf'l 
manieottu erano stati cla1<~ifit~ati rispetti-..-amt•ntt· O'umc iuÒ.t•furmOltÌ u t·om­
}•letamentc col1a!lsati. 

l \alori sperimentali CO!>Ì ottt•nuti ~ono stati poi eonfmntati t'OH i \"alori 

teorici calcolati in corrispondf'nza di un certo numPro tli pu~siLili ntlori d,·] 
gradu di .~imuJPtria (Tab. 1). 

Mauicottn 

Jndcformatn 

)f;mi<!!oiiE> 

Posizione del massimo principale su 

(2 ~ r R) ,per. 

7,9 ± 0,5 

(2 :; r R) 'P'"'" 

fi, l l 0,-l 

(2n rR)t«or. "., ~ 

···' 
(2 :t,. R) ,, . .,,." ~ ~ 

(i,O 

T.-\BEI.L-1. l 

(2:trR)teor.>0~7 

8,6 

(2:trR)rc.,r.n~7 

7 ,o 

De\·t· e~~en• ml'sso in evidenza il fatto che il valoJ't' di r = 62 ::: 3 A 
usato per calt"olart• la quantità (2 :or R).per .• dtn·t· r P il raggio della strut· 
tura dicoiòale l'dR la eoordinata radiale m•llo spazio rtTiprot'o, t'orrisponde 
al raggio acces~ibile al t·olorantf' negatj,.-o. Per ottt•JH'H' ta],. \·alon• ,-. ~tata 

misurata. dalle figure di diffrazione di manit"otti da~~ilil'ati ri~jwttivamentc 
indcformati o completamente eollassati. la di~otam-;a tlal meridiano dei m:J"· 
simi dt"l secondo ordine delh1 di~trillllzionP di intt'lt»it:a ~~ù piano l= 3; 
il valore di r è stato quindi calcolato suppo1v•rHio eht• tal!' distriLnz.iouc 
corrisponda alla trasformata di FouriN di una ~truttura t"li{'uidal" nd 
ca~n dei manicotti indi'formati ed alla tra~formata di un r<'tieolo piano 
nel ca;.o dci manicotti collassati. I dati sperimentali di Tab. l sembtano 
accordarsi bene co1~ i valori tl"orici per n = 6, calcolati ancora utilizzando 
la trasformata di Fnuricr di una struttura elieoidalt• r· di nn tt•tkolo piano 
rispt'tti\'amente per i manicotti indeformati e colla.~.~ati. 
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]n Tab, 2 sono riassnnti tutti i valo1i dei parametri della struttura 
elicoidale del manicotto disteso come sono stati dedotti dallo studio delle 
figure di dift'razione. 

TABELLA 2 

Parametri della struttura elicoidale del manicotto disteso 

~- R-a~gio estern~ 
------· 

l 
Circonferem:a . 

LUDghezza 

Spaziatura assiale 

Giri dell'elica-base per spaziatura assiale 

Passo dell'elica-base , ..... 

Subunità asimmetriche distribuite su t giri dell'elica-base 

Spaziatura degli ane_lli di subuniU. asimmetriche 

Partenze dell'elica-base 

Anelli trasversali di subnnità 

' 
2;Jr= 

L 

' 
p 

" 
p 
,y 

A 

Fig. Il!. - .:\-Ioddlo del manicotto caudale del fago G nello stato dist~so. 

Dalle mic.rogratic elettroniche originali è stata estratta, 
mcdian,te la tecnica del filtraggio ottk_o, l'immagi..Qe di una 
delle due superfici del manicotto disteso. Le maschere neces­
sarie per l'estrazione dell'immagine, sono state preparate in 
base ai reticoli reciproci corrispondenti alle due superfici ùel 
manicotto. 

Le aperture corrispondenti ai massimi che cadono sui 
layer-lincs l= 3, l= 3 ed l= O, cui contribuiscono ambe· 
due le superfici del mau.icotto,sono state velate con, garza 
di rame, in modo da attenuare l'intensità dei raggi diffratti 
ehe le attraversano. 

Dalla immagine ricostruita (Tav. -1-D) risu1ta sostanzial­
mente confermata la struttura ad anelli di suhWJità, 6 subu· 
nità per anello, perpendicolari all'asse del manicotto, come 

65A 
410 A 
-~550 A 
115 A 
1/6 
690 A 
3 

38A 
6 
120 

:.1): 

l .l 

J 
J 

({ .x 
I l 

(( .L• 

' 

era stata dedotta dallo studio della figura di diffrazione. Viene an,che con­
fermata la ripetizione della struttura ogni 3 anelli. Scarse informazioni ~i 
ricavano invece dalla immagine ricostruita circa la forma delle subunità 
stesse, che appaiono approssimativamente elissoidali, con l'asse maggiore 
disposto secondo la direzione degli anelli. 

La Fig. 18 riporta uno schema della struttura del manicotto distc.~o 
quale si può dedurre dai risultati acquisiti. 
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Tav. l. - A) CrUtallo di catalasi in contrasto negativo; B) Corriapondente iìgpra di dìf· 
frazione (il relativo orientamento è indicato dalle &ecce); C) Replica di UD 
cristallo di ca tal asi ottenuta con la tecnica del freeae·etching; D) Col't'UpoD.dente 
figura di diffrazione (il relativo orientamento è indicato dalle frecce). 

Aan. lrt. BUJ~er. Sanità (1972) l, 197-!tll 
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Ta,. 2. --- A) Par('IP cf'llularp di B. mEf(atheri,.m iu contra,to ut·gati~·u; B) t•urri"l'undeute 
Jip:ura di diffra~ion<" (il relutivu urit-utamenlu è indi<"ato dallt" fn•t••·r): (;) Parelt• 
t•t-llulart" di B. mr!(athrrium omhrata co11 PT-C: IJ) cord,pnutknlt' h~ur;1 di 

diffru~imw (il r..Iutivo orient>mu•ntu ~ indicut<> dallf' frt-ct'f'). 
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.l nn. J.;t. SotJier. S<l~<iM 11912) l, 197-2'~~ 



Tav. 3. - A) Capside di fap:o Gin contrasto negativo; nel riquadro in alto a de~ tra 1- rivor­
tata la ricostruzione della struttura, ottenuta con la tecnica del filtraggio ottico: 
B) Corrispondente figura di diffrazione (il relativo orientamento è indicatu 
dalle frecce); C) Capside di fago G ombrato cnn Pt-C; D) Corrispondente figoru 
di diffrazione (il relativo orientamento è indicato dalle frl"cce). 
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Tav. 4. - A) Manicotto caudale del fa go G in l'Ontra~to negativo; B) corri~}IOndente figure 
di diffrazione. C) :Figura di diffrazione Con ~ovrapposti i reticoli reciproci della 
due SUJierfìci. D) Ricostruzione della struttura mediante tecnira di'l filtraggio 
ottico. 
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