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Premessa 
Questo lavoro prende in considerazione lo stato dell’arte dell’image processing di raw data proveniente da strumentazioni quali l’AFM (Atomic Force Microscope), in cui la misura è registrata in riflessione. L’obiettivo finale è quello di definire e analizzare le tecniche attualmente più diffuse per il trattamento del segnale, mettendone in risalto vantaggi e svantaggi.

Introduzione
Il microscopio a forza atomica è oggi impiegato come mezzo d’indagine e di manipolazione, alla scala delle dimensioni atomiche, delle superfici di composti di varia natura: film sottili o spessi di materiali ceramici, materiali amorfi, vetri, membrane sintetiche o biologiche, metalli, polimeri, semiconduttori.
Il microscopio a forza atomica è in grado di operare in aria, in UHV e in liquido (campioni biologici) e di analizzare sia materiali conduttori sia isolanti. Ha una risoluzione di 0.01-1 nm lungo gli assi x, y e di 0.01 nm lungo l’asse z. È possibile avere la microtopografia di un campione su una scala che varia tra i 100 nm e i 150 μm. L’AFM consente lo studio di dettaglio di fenomeni e processi di abrasione, adesione, pulizia, corrosione, incisione, fotolitografia, attrito, lubrificazione, riguardanti le superfici. La tecnica è in molti campi ancora in fase di sperimentazione, in particolare per quel che riguarda la caratterizzazione delle superfici di fasi minerali [1,2]. 

L’origine dell’AFM	
[image: ]Il microscopio a forza atomica appartiene alla famiglia di microscopi genericamente indicata con l’acronimo SPM (Scanning Probe Microscope o microscopi a scansione di sonda). Gli SPM costruiscono un’immagine 3D del campione sotto osservazione attraverso l’interazione puntuale di un’onda con gli strati atomici superficiali, in analogia con quanto fa “la puntina di un giradischi sul disco”.
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Figura 
1
 -- Microscopio a forza atomica con collegate le apparecchiature per il suo controllo
)In entrambi i casi, un appropriato trasduttore trasforma le variazioni delle proprietà esterne del campione in segnale elettrico: ma mentre nel giradischi, la puntina tocca la superficie del disco, negli SPM tra superficie da studiare e sonda esiste sempre una distanza dell’ordine di qualche nm. L’immagine finale si ottiene in seguito ad una complessa elaborazione dei segnali elettrici raccolti dalla sonda. La geometria e la dimensione della punta sono i principali fattori limitanti la risoluzione degli SPM.
Il microscopio della famiglia degli SPM più prossimo all’AFM è il microscopio a scansione tunnel o STM (Scanning Tunnel Microscope). 
Nel 1981, Gerd Binnig e Heinrich Rohrer misero a punto un apparato sperimentale STM per l’analisi della conduttività delle superfici. Il principio di funzionamento è basato sull’“effetto tunnel”, puramente quantistico, nel quale gli elettroni hanno una probabilità piccola, ma non nulla, di attraversare regioni dello spazio in condizioni energetiche non compatibili con le regole della fisica classica, producendo una corrente indicata come corrente di tunnel. La possibilità che ciò avvenga diminuisce esponenzialmente con la lunghezza della regione di spazio da attraversare, il che comporta una notevole dipendenza della misura dalla distanza tra la superficie del campione ed il sensore. Una variazione della stessa dell’ordine di un diametro atomico provoca una modifica della corrente di tunnel di un fattore 1000. In un microscopio a scansione tunnel una sottilissima punta, generalmente di tungsteno, è posta alla distanza di pochi nm dalla superficie del campione, in modo tale che le nuvole elettroniche di campione e punta si compenetrino. L’applicazione di una differenza di potenziale induce un flusso di elettroni nel canale formatosi. Mentre la sonda che sostiene la punta si muove sull’area da studiare, si registrano le variazioni della corrente di tunnel. L’elaborazione di queste informazioni consente la ricostruzione della microtopografia del campione.
La necessità di eseguire misure su materiali non conduttori indusse Gerd Binnig e Christoph Gerber, nel 1986, a rivedere l’apparato sperimentale del microscopio a scansione tunnel. Il risultato finale del loro lavoro fu un microscopio a forza atomica o Atomic Force Microscope (AFM), che, sebbene simile al precedente per alcune caratteristiche generali, si basava su un principio di funzionamento completamente diverso [1]. 

Principio di funzionamento
[image: ]Nell’AFM la punta, collocata all’estremità di una microleva (cantilever), in corrispondenza del punto in cui è focalizzato il laser, tipicamente composta di silicio (Si) o nitruro di silicio (Si3N4) della dimensione di pochi μm, scorre in prossimità della superficie di un campione muovendosi lungo i tre assi cartesiani mediante uno spostamento accurato e preciso indotto da un meccanismo piezoelettrico. Tal effetto è generato da materiali ceramici che si espandono o contraggono in presenza di un gradiente di tensione e viceversa sviluppano un potenziale elettrico in risposta ad una sollecitazione meccanica.
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Figura 
2
 -- Il 
cantilever
 e la punta ad esso applicata che indaga su un campione
)Le forze attrattive e repulsive risultanti dalle interazioni tra la punta e la superficie determinano una deflessione verso l’alto o verso il basso del cantilever. 

[image: ]Per verificare lo spostamento di quest’ultimo, il laser focalizzato sulla parte posteriore del cantilever, viene riflesso e rivelato da un sistema ottico a quattro quadranti, in grado di determinare la posizione del fascio e quindi di registrare anche le più piccole oscillazioni della microleva stessa. Quando il laser è scostato verticalmente lungo le posizioni sopra (A-B) e sotto (C-D) si ha una curvatura dovuta alla topografia, mentre se il movimento è orizzontale a sinistra (A-C) e a destra (B-D), si ha una torsione dovuta alla frizione (forze laterali). 
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Figura 
3
 -- Il sistema di scansione
)
Un sistema di controllo (feedback) consente di tenere la punta in condizioni di “forza costante” (per acquisire informazioni sulla forza di interazione tra la superficie del campione e la punta) o di “altezza costante” (per acquisire informazioni sulle variazioni in altezza del campione), evitando così possibili collisioni e danneggiamenti all’oggetto sotto scansione.
Un fotoanalizzatore, infine, misura le differenze di intensità luminosa tra i due componenti del fotodiodo binario che raccoglie il fascio deflesso e le converte in una tensione che rappresenta il risultato della misura.
Il risultato dell’osservazione consiste nella produzione di una matrice tridimensionale (x, y, z) della superficie che è stata oggetto di scansione, ossia della microtopografia dell’oggetto [1,2,3,4,5,6,7]. 
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Figura 
4
 -- Principio di funzionamento dell'AFM
)

Le forze che agiscono in un AFM
Nell’AFM, diverse forze contribuiscono alla deflessione del cantilever: quella comunemente associata all’AFM è di tipo interatomico denominata forza di van der Waals. La figura 5 mostra la dipendenza tra la forza repulsiva a corto raggio e le forze di van der Waals a lungo raggio rispetto alla distanza tra la punta e il campione. Vengono messe in evidenza due situazioni: il regime di contatto e di non contatto.
Nel primo caso, il cantilever è mantenuto a meno di pochi Å dalla superficie dell’oggetto e la forza interatomica tra quest’ultimo e la microleva è repulsiva; nel secondo caso il cantilever è stabile tra decine e centinaia di Å, e la forza risultante tra il cantilever e il campione è attrattiva, dipendente anche dal tipo e dalla forma della punta usata.
Il fascio laser permette in modo semplice e sensibile di misurare la deflessione del cantilever (la cui costante elastica è k << 10 N/m), in accordo con la legge di Hooke F=-kx, ed in relazione alla tipologia e all’entità delle forze messe in gioco.
Nella misura a “forza costante”, durante il movimento di scansione della superficie del campione, le variazioni in altezza provocano la deflessione del fascio laser.
Nella misura ad “altezza costante” la tensione misurata è proporzionale alla forza necessaria affinché la distanza tra superficie del campione e punta sia sempre costante. Questa modalità d’impiego implica la conoscenza di parametri di calibrazione che devono essere inseriti prima dell’operazione di misura.
Le forze che tipicamente agiscono variano tra 10-12 N e 10-6 N; considerando che tra due atomi uniti da legame covalente alla distanza di ~0.1 nm agisce una forza di circa 10-9 N, si comprende che le misure eseguite con l’impiego dell’AFM non sono distruttive [1,4,5,8].
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Figura 
5
 -- Schema ideale delle forze tra la punta e il campione, evidenziando le regioni tipiche dei modi operativi
)

Modalità di impiego
In base al tipo di interazione della punta con la superficie del campione gli AFM possono essere impiegati secondo diverse modalità di funzionamento: 

· contact mode se la punta tocca effettivamente il campione, ossia la distanza tra punta e campione è inferiore alla dimensione media di un raggio atomico;
· non contact mode se, pur essendo prossima alla superficie del campione, la punta non lo tocca effettivamente; 
· tapping mode nel caso in cui la punta esplora il campione in modo da avere un contatto discontinuo determinato da una successione regolare di movimenti oscillatori (passando cioè continuamente dalla condizione contact a quella no contact).

[image: ]Contact Mode (CM)
 (
Figura 
6
 -- Nel 
contact
 mode, la punta segue direttamente la topografia della superficie durante la scansione.
)In modalità contact la punta poggia sulla superficie del campione in seguito all’azione esercitata dal sistema piezoelettrico (e quindi dalle forze agenti di valore medio circa 10-9 N) sulla microleva, la cui deflessione è misurata e confrontata con il valore fissato. Se tali risultati differiscono, il sistema di servocontrollo esercita una tensione sullo scanner in modo che, allontanando o avvicinando la punta alla superficie, si ripristina il valore atteso e il moto nella direzione di z è registrato. La tensione applicata al sistema piezoelettrico è una misura del profilo topografico del campione.
L’immagine finale si ottiene esprimendo questa tensione in funzione della posizione relativa del campione. Questo è quanto avviene nel metodo a forza costante; in quello ad altezza costante, è questo il parametro fissato relativo alla punta da mantenere rispetto al campione. 
I problemi di attrito tra la punta e il campione, derivanti dalle forze di diversa natura coinvolte, sono considerati come la causa principale dei danni che possono prodursi in entrambi durante la misura, nonché della realizzazione di artefatti, in termini di distorsione dei dati misurati; e queste complicazioni possono essere solo parzialmente eliminate riducendone il più possibile l’accoppiamento “meccanico”, oppure, in alternativa, immergendo il sistema in un liquido. Questa configurazione consente di eliminare le forze di capillarità e di ridurre le forze di van der Waals ma presenta il limite che risiedono nella possibile reazione tra liquido e campioni da osservare [1,2,3,5,6,8].

Non Contact Mode (NCM)
[image: ] (
Figura 
7
 -- La punta vibrante è portata vicino la superficie del campione, sentendo le forze d'attrazione. Ciò induce uno 
shift
 in frequenza del picco di risonanza del 
cantilever
, che è usato per il sistema di feedback
)La modalità non contact prevede che tra punta e superficie del campione rimanga sempre una distanza compresa tra 5 e 15 nm. Il cantilever è fatto oscillare dall'esterno ad una frequenza prossima o uguale a quella propria di risonanza. Le forze attrattive di van der Waals (più deboli rispetto alla modalità contact) che agiscono tra questi sono valutate quantitativamente e in base alla loro entità viene prodotto uno shift in frequenza che deve essere mantenuto costante durante la scansione; e ciò è generalmente realizzato monitorando la variazione nell’ampiezza e nella fase dell’oscillazione della microleva rispetto alla frequenza fissata e riportando tale valore al loop di feedback, così come avviene nei modi DC, fornendo informazioni riguardo le caratteristiche del campione.
Le interazioni tra quest’ultimo e la punta sono minime e può essere raggiunta una buona risoluzione verticale ma una peggiore risoluzione laterale rispetto agli altri modi. Il grande svantaggio è che tale tecnica non può essere usata in mezzi liquidi, ma solo su campioni solidi; tuttavia, se questi presentano un sottile strato di contaminazione acquosa, la punta può qualche volta rimanere intrappolata a causa della scarsa energia, corrispondente ad una piccola ampiezza d’oscillazione, per staccarlo dal campione [1,2,3,5,6,8].

Tapping Mode (TM)
La modalità tapping presenta uno schema simile a quello della modalità no contact, ma in questo caso durante l’oscillazione, prossima a quella di risonanza, la punta è portata in contatto con la superficie del campione: così è indotto un cambiamento nell’ampiezza, di circa 20 nm, nella frequenza (tra 50 e 500 kHz) e nella fase dell’oscillazione della microleva dalle stesse forze repulsive, funzione delle proprietà superficiali del campione, che sono presenti nella modalità contact.
[image: ]Le variazioni nell'ampiezza di oscillazione producono immagini di elevata risoluzione topografiche della superficie campione mentre i cambiamenti di fase delle oscillazioni possono essere usate per discriminare tra differenti tipologie di materiali sulla superficie.
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Figura 
8
 -- L'oscillazione del 
cantilever
 vibrante è smorzata quando la punta tocca la superficie del campione ad ogni ciclo.
)La misura inizia con la punta non in contatto con il campione. Una volta posta in oscillazione la punta si avvicina progressivamente alla superficie fino a quando non inizia il contatto ciclico. Da tale momento in poi il rilevamento delle variazioni di oscillazione consente di produrre l’immagine della superficie. Durante la misura, l’ampiezza di oscillazione del cantilever è mantenuta costante da un sistema di servocontrollo; la frequenza ottimale viene selezionata mediante una appropriata procedura di calcolo in funzione della tipologia del campione e della configurazione di misura.
Nella modalità a contatto intermittente, sia la risoluzione verticale sia quella laterale sono molto buone, c’è una minore interazione con il campione (in particolare sono fortemente ridotte le forze laterali rispetto al CM) e può essere usato in mezzi liquidi (rispetto al NCM) [1,2,3,5,6,8].

Vantaggi e svantaggi delle modalità operative dell’AFM [1,6,9,10]
CONTACT MODE
Vantaggi
· Elevata velocità di scansione
· Utilizzo per campioni ruvidi
· Risoluzione atomica possibile
Svantaggi
· Le forze laterali possono deformare l’immagine
· Le forze capillari da uno strato di fluido influenzano l’interazione punta-campione
· La combinazione di queste forze (~10-6) riduce la risoluzione spaziale e può causare il danneggiamento di campioni morbidi. 

NON CONTACT MODE
Vantaggi
· Forze molto basse applicate sul campione (~ 10-12 N)
· Nessun danneggiamento della superficie del campione
· Tempo di vita del probe esteso
Svantaggi
· Risoluzione laterale più bassa del CM, limitata dalla separazione punta-campione
· Ridotta di molto la velocità di scansione per evitare il contatto con lo strato di fluido
· Necessaria una condizione di vuoto spinto per avere le migliori immagini

TAPPING MODE
Vantaggi
· Elevata risoluzione anche per campioni danneggiati (1 - 5 nm)
· Quasi completa assenza di forze laterali
· Forze più basse del CM e minore danneggiamento di campioni soffici in aria
Svantaggi
· Velocità di scansione più bassa del CM

Le curve di forza
L’AFM può essere utilizzato, oltre che per osservare la superficie di campioni, anche per misurare od applicare piccole forze ed acquisire curve forza-distanza di ogni tipo di strato di materiale con alta risoluzione di forza (1 pN). Lo studio di tali andamenti permette di approfondire la conoscenza delle caratteristiche fisiche e chimiche di contatto e delle principali interazioni di superficie (adesione, elasticità, durezza e le lunghezze del legame di rottura). La più generale curva forza-distanza si presenta come in fig.9 e corrisponde ad un ciclo della punta in cui essa si avvicina, entra in contatto e viene separata dal campione, usando il movimento verticale dello scanner pilotato da un’onda triangolare. Concettualmente ciò che avviene non è dissimile da quanto si verifica nella modalità tapping; le differenze si riscontrano nella frequenza, molto più bassa per le curve di forza, e nella distanza percorsa dal probe, molto più piccola nella modalità a contatto intermittente. 
In corrispondenza della parte destra della curva, lo scanner è completamente ritratto e non si ha deflessione della microleva poiché la punta non tocca la superficie dell’oggetto (A). Dalla situazione (A) a (B), in cui il sistema piezoelettrico entra in azione, la punta comincia ad approssimarsi alla superficie, percependo le forze attrattive di van der Waals, ed in (B) si ha il contatto. Da tale condizione, la microleva si curva fino a che raggiunge lo specifico limite di forza che deve essere applicato (S). A seconda della flessibilità della microleva rispetto al campione, durante questa porzione di curva approssimativamente lineare, la punta può intaccare “dentellare” la superficie. La punta è quindi tirata indietro verso le posizione (C) e (D). In posizione (D), sotto l’applicazione di una forza di ritrazione dovuta allo scanner, avviene il distacco dal campione (spesso detto snap off). Tra le posizioni (D) e (A), il cantilever ritorna nella sua posizione di riposo pronto per una nuova misura [5,6,8,10].
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Figura 
9
 – Una tipica curva di forza che mostra le varie interazioni tra il probe e il campione
)

SMM 
[image: ] (
Figura 
10
 -- VNA (sinistra)
 e AFM 5400 
)L’Agilent ha sviluppato un prodotto noto come SMM (Scanning Microwave Microscope), facente parte della famiglia degli SPM, che promette grandi potenzialità nel campo dello studio delle proprietà della materia sia per applicazioni industriali che per la ricerca scientifica. Usando le microonde come mezzo, lo SMM combina la capacità di misura delle interazioni elettromagnetiche tra il probe e il campione sotto studio, operazione tipica di un VNA (Vector Network Analyzer), con la risoluzione in scala nanometrica, significativamente inferiore rispetto alla lunghezza d’onda della radiazione, di un AFM (fig.10). Tipicamente è utilizzata una sonda metallica o coperta di metallo in serie con un risonatore coassiale. Le proprietà dei materiali sono ottenute dall’entità dello shift in frequenza e/o dalla variazione del fattore di qualità della risonanza. Tale tecnica costituisce un approccio innovativo per guardare in profondità attraverso un oggetto, con un’elevata sensibilità e risoluzione elettrica e spaziale. 
Lo SMM consiste in un AFM interfacciato, in modo semplice e rapido tramite la necessaria cavetteria, con un analizzatore di rete vettoriale per microonde. È in grado di graficare le impedenze complesse (resistenze e reattanze), le capacità, le costanti dielettriche di differenti tipologie di materiali e la densità di drogaggio dei semiconduttori. Inoltre prevede applicazioni anche nell’ambito della biologia e delle scienze naturali e consente l’analisi dei modi vibrazionali molecolari [11,12,13].

Il principio di funzionamento
Un segnale a microonde è inviato direttamente dal VNA e trasmesso tramite un cavo coassiale e un particolare circuito risonante progettato appositamente (un diplexer elettricamente adattato) alla punta conduttiva del cantilever in Pt/Ir dell’AFM che è in contatto con il campione sotto scansione (fig.11). Il probe inoltre funziona anche come ricevitore per catturare il segnale riflesso dal punto di contatto, che viene misurato dallo stesso VNA. 
[image: ]
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Figura 
11
 -- Principio di funzionamento dell'SMM
)
Sono calcolate l’ampiezza e la fase del rapporto tra i segnali riflessi e incidenti (ossia il coefficiente di riflessione Γ) e viene applicato un modello per studiare le proprietà elettriche del campione, scansionato completamente o in aree di particolare interesse per il ricercatore, tramite la punta dall’AFM. Le frequenze operative supportate arrivano fino a 6 GHZ. Fig.12 mostra come Γ, ampiezza del coefficiente di riflessione noto come parametro S11, cambia sia con l’impedenza di carico ZL sia con l’impedenza di sorgente ZS (interna al VNA).  Se ZS=Z0=50Ω si ha 

dove Z0 è l’impedenza caratteristica della linea di trasmissione e Vinc e Vref sono rispettivamente le onde incidenti e riflesse.
Nelle zone in cui il valore ZL è prossimo a Z0, ossia vicino alla condizione di risonanza, per la condizione di massimo trasferimento di potenza, il grafico presenta la massima pendenza, che corrisponde alla più alta risoluzione e accuratezza nella misura dell’impedenza (fig.12). Per portare il valore di ZL in prossimità di Z0, lo SMM usa un trasformatore d’impedenza a metà lunghezza d’onda, collocato in parallelo al carico di 50 ohm, in modo da costituire un circuito risonante adattato che incrementa il range della dinamica e la sensibilità nella misura della capacità (si passa da 0.1 aF a 0.1 fF). Con una modulazione a bassa frequenza si possono ottenere i cambiamenti nella capacità come risultato dell’ impoverimento dei portatori in un semiconduttore (). Lo SMM mode necessita del software di imaging e analisi PicoView 1.5, di cui è proprietaria la stessa Agilent, per l’integrazione tra AFM e VNA e per il controllo delle operazioni [11,12,13]. 
 (
Figura 
12
 -- Grafico Impedenza - Coefficiente di riflessione
)[image: ]
CENNI SUL VNA
Lo SMM usa il VNA prodotto dalla stessa Agilent, strumento a 2 porte con un generatore di stimoli interno, ottimizzato per accurate e ripetibili misure della risposta di un Device Under Test (DUT) ad un segnale completamente noto con elevata risoluzione e stabilità di ampiezza e frequenza. Ciò lo distingue da strumenti come lo Spectrum Analyzer, che è configurato solo come ricevitore di un segnale non noto e che non include una sorgente di segnale da applicare al DUT. 
Un VNA ha 2 modalità operative: trasmissione e riflessione. In entrambi i casi misura le caratteristiche di ampiezza e fase del DUT comparando il segnale riflesso (o trasmesso) dal dispositivo con il segnale di stimolo. In particolare nel modo di riflessione il VNA può misurare tra le altre cose l’impedenza del DUT: e quest’aspetto è una delle maggiori applicazioni dell’SMM in quanto consente di calcolarne il valore e quindi valutare se coincide con quella degli altri dispositivi con cui deve interfacciarsi all’interno della rete. 
Tale misura è condotta comparando il segnale riflesso a quello incidente, su di una linea di trasmissione la cui impedenza caratteristica è 50 o 75 Ω. La porzione di segnale incidente, riflesso dall’interfaccia verso la sorgente dello stimolo nel VNA, è proporzionale al disadatamento d’impedenza tra la linea di trasmissione e il DUT. Misurando il coefficiente di riflessione secondo la definizione data nel paragrafo precedente, è possibile risalire alle caratteristiche fisiche ed elettriche (tra cui appunto l’impedenza) del campione sotto esame nel punto di contatto con il probe.
La massima sensibilità di Γ è ottenuta alla risonanza dove l’impedenza dell’oggetto è pari a quella caratteristica della linea. Piccoli disadattamenti in tale parametro possono essere isolati da tutto il resto, ottenendo ugualmente un’ elevata sensibilità. In presenza di trascurabili variazioni della resistenza, l’impedenza misurata riporta i cambiamenti nella capacità del campione al punto di contatto con un appropriato offset di fase [11]. 


Alcuni esperimenti condotti con l’SMM [12]
Per testare le capacità dell’SMM sono presi in considerazione 3 esempi a titolo rappresentativo. Tutte le immagini sono state acquisite a temperatura ambiente; sono state usate sonde al Pt/Ir, entrambe metalliche e con raggio di curvatura tra 10 e 20 nm, e il cantilever in Si rivestito con Pt.
Il primo caso preso in esame è una Static Random Access Memory (SRAM). Una singola cella si compone di 6 MOSFET, 4 di tipo n in una buca leggermente drogata di tipo p e 2 di tipo p in una buca leggermente drogata di tipo n. Tutte le strutture droganti si trovano sotto uno strato di ossido.
La figura 13, acquisita tramite SMM, mostra la topografia, capacità e  di un chip di una SRAM. L’alternanza tra le zone drogate p ed n è chiaramente visibile nelle immagini ad elevato contrasto relative alla capacità ed a . Per un MOS, la bassa densità di drogaggio risulta in un grande cambiamento della capacità ad una fissata tensione di bias. 5 dei 6 transistor in una singola unità sono contrassegnati con rettangoli blu. La maggior parte dei FET nella buca p ha dimostrato un notevole contrasto nelle immagini di capacità dovuta allo strato di dielettrico sui gates. 
[image: ]Questa caratteristica di capacità dielettrica del gate è stata osservata anche nelle immagini sezionate dei MOSFET usando l’SMM. L’immagine di capacità dei FET nella buca n indica che lo strato dielettrico in alcuni gate è stato danneggiato. L’immagine comunque non dà alcun segno sullo strato dielettrico dei gates.
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Figura 
13
 -- Immagini relative alla topografia (A), alla capacità (B) e a 
 (C) di un chip di una SRAM.
)
La figura 14 è un altro set di immagini di una SRAM scelte per testimoniare l’elevatissima risoluzione raggiungibile con l’SMM. Lo zoom eseguito sulla scansione di uno dei transistor (marcato in blu in fig. 14.A e 14.B) sono mostrate in fig.14.C e 14.D. In quest’ultima si può notare una linea sottile di larghezza compresa tra 10 e 20 nm, di dimensione prossima al raggio di curvatura della sonda usata dall’AFM, la cui evidenza è dovuta alla diffusione di ioni sia durante il processo d’impianto sia durante il processo termico.

[image: ] (
Figura 
14
 -- Topografia (A e C) e 
  (B e D) di una SRAM. 
C e D sono scansioni zoomate di 
A e B rispettivamente. 
)[image: ]La figura 15 è, invece, una tipica immagine di un dispositivo SiGe (Silicio-Germanio) contenente un certo numero di transistor. I dati relativi alla capacità e a mostrano chiaramente le sottostanti strutture droganti, non mostrate nella topografia. Rispetto alla figura 15.C, l’immagine capacità mostra alcuni dettagli fini all’interno delle regioni fortemente drogate.
 (
Figura 
15
 -- Topografia (A), capacità (B) e  
  (C) di un transistor SiGe
)Come è stato già detto, la tecnica SMM può essere usata non solo sui semiconduttori e materiali dielettrici ma anche su isolanti e su campioni biologici. A tal riguardo la fig.16 mostra cellule di batteri su un substrato d’oro: i dati d’impedenza sono ben correlati con le proprietà degli elementi nella topografia.

 (
Figura 
16
 -- Topologia (A) e impedenza (B) di cellule di un 
geobacter
 
sulfurreducens
)[image: ]

Dall’ esame delle precedenti figure si denota l’ enorme possibilità dell’ SMM, che deve però ancora raggiungere la maturità come strumento per la determinazione quantitativa, mediante opportuna calibrazione, delle grandezze sotto esame. Le tecniche e gli standard di calibrazione sono a tutt’ oggi oggetto di ricerca e sviluppo.

Tecniche di image processing 
L’image processing è usato in un largo ventaglio di applicazioni, con due differenti obiettivi:

· Migliorare l’apparenza visiva di un’immagine
· Preparare immagini per la misura di caratteristiche e delle strutture che mostrano.

Nell’ambito della microscopia con risoluzione dell’ordine dei nm, tale processo consiste nel produrre immagini di qualità a partire da raw data. 
Le tre figure in alto mostrano come appare un’immagine acquisita tramite un AFM, e presentano vari aspetti di cui bisogna tenere conto, ad esempio il particolare sfondo, il colore, la qualità del materiale e molto spesso del rumore ed altri problemi. Dopo aver compiuto alcuni step di image processing questa immagine grezza può produrne una “più bella”, come si può vedere nei tre esempi sottostanti. Nella figura di sinistra è raffigurato il passo atomico del Silicio; quella al centro è un immagine di 2 tipi differenti di nano-particelle e in quella di destra è usata una scala di colori per separare differenti tipi di cristalli di diverse dimensioni e qualità. 
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 (
Figura 
17
 -- Immagini acquisite tramite AFM e risultati ottenuti con alcune manipolazioni
)

L’aspetto più importante da tenere presente quando si manipola un’immagine tratta da un AFM è di mantenere l’integrità del file originale così come è stato salvato con il software d’acquisizione: i risultati di qualsiasi operazione effettuata successivamente devono essere conservati in un nuovo file immagine, di un qualsiasi formato supportato. Una motivazione per la quale si deve evitare di alterare il file autentico è che i file dati AFM contengono sempre numerose informazioni che un utente a primo impatto non può constatare: può essere nella forma di canali alternati, può avere una risoluzione di dati maggiore di quella visibile (ci sono più di 65000 livelli possibili nella scala z, mentre meno di un centinaio sono distinguibili dall’occhio umano). Ed inoltre, molte delle manipolazioni possibili non sono annullabili implicando l’impossibilità di ritornare allo stato precedente dell’immagine stessa.
Le tecniche di image processing includono funzioni di filtraggio e rimozione dello sfondo. Occasionalmente un immagine non necessita di trattamenti; in genere questi sono eseguiti al fine di chiarificare i dati contenuti nel file, rendendo più agevole l’osservazione e la misura di peculiarità del campione sotto esame [14,15,16].
Leveling 

Viene innanzitutto presa in considerazione la procedura di leveling perché è usualmente la prima operazione di image processing che è applicata ad un immagine ed è anche la più importante in quanto largamente usata: in alcuni casi è l’unica manipolazione eseguita.
La ragione per cui è necessario il leveling è legata al fatto che un AFM misura le variazioni in altezza della superficie di un campione e le proprietà della zona scansionata. Se il background nella figura (ad esempio il substrato su cui è depositato l’oggetto) presenta delle inclinazioni, pendenze o curvature, le variazioni in elevazione dello sfondo mascherano quelle relative al campione. L’AFM è spesso usato per misurare campioni con variazioni di altezza molto piccole, a tal punto che una piccola obliquità può avere seri effetti. 
Consideriamo un’immagine 20 μm x 20 μm che contiene nano-particelle dell’ordine di 50 nm ; se il substrato è inclinato di solo 1°, la variazione in altezza da un lato all’altro dello stesso è di circa 350 nm e ciò è più che sufficiente per celare tutte le particelle. 
L’inclinazione dell’immagine è causata dalla non perfetta ortogonalità tra l’AFM e il campione (per cui si ha un certo angolo d’offset) o dal moto oscillante della parte finale libera dello scanner. Ci sono diversi algoritmi che sono usati per “livellare” le immagini: quelli principali sono

· [image: ] (
Figura 
18
 -- 
Leveling
 dal 1° al 3° ordine
)Line by line: è il metodo più comune e pratico. Ogni tratto orizzontale (o verticale) in una figura è associato ad un’equazione polinomiale e la corrispondente forma polinomiale è tolta dalla linea di scansione, che la porta ad essere non solo piana ma anche shiftata cosicché l’altezza media di ogni linea è stabilita pari a quella precedente, per rimuovere qualsiasi offset. È meglio operare, tuttavia, orizzontalmente perché lungo tale asse avviene la scansione veloce: quindi ogni cambiamento delle condizioni di imaging durante lo scanning che determina discontinuità nella figura verrà stimato dal leveling line by line. Le linee possono essere mosse verso l’alto di un valore fissato cosicché il minimo dell’immagine è ad altezza zero, secondo la convenzione dell’AFM di non usare altezze negative. L’ordine della polinomiale può variare da 0 a 3 o più (come si può vedere in fig.18). Per molte immagini, un fit del primo ordine basta; ma se sono presenti anche le problematiche d’inclinazione derivanti dallo scanner si può ricorrere al leveling di 2° ordine per rimuovere l’artefatto. Ordini superiori al 3° sono possibili, ma sotto alcune condizioni, le funzioni sono verosimili ad adattarsi a caratteristiche reali del campione, piuttosto che al background. È infine d’obbligo notare che le procedure di adattamento line-by-line sono particolarmente inclini a causare artefatti di leveling e quindi operazioni d’esclusione sono spesso necessarie. 

· Plane fitting 2D: tale procedura tenta automaticamente di adattare un piano piatto all’immagine e rimuove quello meglio adattato; ciò funziona bene dove lo sfondo è molto schiacciato e non include alcuna curvatura. Tale routine prevede che l’intera immagine sia sistemata; ciò significa che può essere soggetta ad errori come peculiarità di rilevante altezza che riducono l’accuratezza dell’adattamento al background. Tale metodo non introduce gli artefatti introdotti dal leveling line-by-line: è quindi una procedura piuttosto conservativa anche se, nonostante non sia molto efficiente in molte immagini, non introduce alcun errore. Per tale ragione, alcuni software d’acquisizione salvano file con il plane fitting di default, mentre alcuni applicano tale metodo nel momento in cui è caricata un’immagine AFM: usualmente l’utente può disattivare la funzione di autofitting se necessario.

· Three point fitting: è un metodo simile a quello del plane fitting 2D ma ha un approccio più manuale. L’utente stesso identifica 3 punti sull’immagine che definiscono un piano che in seguito è rimosso dalla stessa: ciò che rimane è la deviazione di ogni altezza da questo piano. Il vantaggio di tale metodo rispetto alla routine automatica di rimozione del piano è che se l’operatore è in grado di distinguere il substrato dalle caratteristiche del campione, può assicurare che i 3 punti usati si trovino solo sul substrato, e ciò spesso porta ad un miglior risultato. Comunque, poiché si tratta anche qui dell’adattamento di un piano, tale metodo è solo appropriato per immagini senza curvature, in particolare è ideale per campioni che hanno “terrazze” dove l’inclinazione dello sfondo associato allo scanner è di molto inferiore all’altezza delle stesse.
 
· Esclusione di punti dall’adattamento: spesso le immagini AFM mostrano piccole particolarità isolate in una superficie molto piatta. Tipici esempi includono nano-particelle, micro-organismi su vetro, o singole molecole su mica. Con il line leveling, la presenza di elementi rialzati rispetto al substrato causa artefatti di leveling. Ciò si verifica perché l’algoritmo adatta l’intera linea e la imposta allo stesso livello delle altre linee nell’immagine. Quindi nei punti della linea in cui si presentano delle caratteristiche rilevanti, il substrato viene artificialmente abbassato, e l’immagine termina con ciò che sembra delle ombre o striature dietro qualsiasi elemento peculiare. Poiché queste strisce cambiano l’altezza del background, rendono inaccurate le misure di particolari alti rispetto alla superficie. È un artefatto molto comune quando si effettua il post-processing dell’ immagine; il problema è facilmente superato escludendo certe regioni dalla procedura di fitting. Tipicamente ciò è fatto tramite una routine dove l’utente evidenzia le regioni da escludere, che quindi non verranno usate nel calcolo del background. In questo modo, solo il vero sfondo verrà usato per il fitting e il corretto leveling verrà archiviato, come mostrato in fig.26. L’unico problema di questa tecnica è la dispendiosità in termini di tempo: se c’è più campione che background, può essere vantaggioso usare il software per selezionare le aree da includere nell’analisi, piuttosto che quelle da escludere; così, l’utente traccia delle aree solo sul substrato, piuttosto che sul campione. In certe situazioni (per esempio un campione molto denso di nano-particelle o con peculiarità molto irregolari), può divenire estremamente lungo e difficoltoso effettuare manualmente la selezione degli elementi caratteristici nell’immagine. In questo caso, alcuni software hanno un opzione per includere o escludere automaticamente particolarità in base alle loro altezze: ad esempio, nel caso di particelle su una superficie piatta, più del 75% delle altezze può essere escluso e solo il substrato sarebbe usato per il leveling [14,16,17].

Esempi di leveling [14,17,18,19]

È necessario fare una premessa preliminare: un’immagine AFM non ha colore ma è costituita di un insieme di altezze nel piano x-y. Il colore è stabilito secondo la tavola dei colori usata, che associa una cromaticità ad una certa altezza. 
Per esempio, in questa immagine con risoluzione atomica della grafite, un lato di questa figura è più scuro e l’altro è più chiaro; la barra a fianco è detta barra dei colori. Ogni colore (in particolare in questo caso il colore oro) è un e segno della specifica altezza del campione: le parti più chiare corrispondono ad altezze superiori mentre quelle più scure rappresentano altezze inferiori (fig.19). 
[image: ] 
 (
Figura 
19
 – Visualizzazione di diversi colori corrispondenti a diverse altezze del campione di grafite
)
Inoltre, è portato lontano dal punto zero dello scanner perché in tale condizione non è possibile restituire precisamente l’altezza del campione.
Il primo passo dell’image processing è, come è stato detto nel paragrafo precedente, la rimozione dello sfondo. Di seguito sono mostrati i risultati dell’applicazione delle procedure di leveling 3 points fitting e line-by-line. 
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Figura 
20
 -- 
Applicazione della procedura 
three
 
points
 
fitting
)
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Figura 
21
 -- 
Risultato ottenuto con la procedura 
three
 
point
 
fitting
)[image: ]In fig.21 è mostrato ciò che rimane togliendo lo sfondo: l’immagine risulta piatta e i dettagli locali sono fortemente dettagliati.
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 (
Figura 
22
 -- Immagine di DNA prima di subire il 
leveling
)Un ulteriore esempio di leveling a tre punti è dato da un’immagine di DNA immerso in acqua. Nella proiezione in 3D, si vede una zona scura da una parte e chiara dall’altra parte, ad indicare l’inclinazione del campione, ed anche un piccolo offset (fig.22). 

Applicando la procedura si ottiene come risultato la figura 23: l’immagine sembra essere piatta e ciò che è rimasta è una piccola curvatura, causata da una coppia d’effetti dovuti al design dello scanner AFM e fa sì che l’immagine abbia una forma a parabola. 



 (
Figura 
23
 -- 
Applicazione del metodo di 
leveling
 a 3 punti
)

[image: ]Se non ci si accontenta del risultato ottenuto possiamo anche usare una definizione con molteplici punti del piano a forma di parabola che è rimosso dai raw data, e il risultato mostra un’immagine notevolmente più piatta: questo aspetto è detto plan fitting , ed è del 2°ordine (fig.24). Esistono altri ordini di plane fitting ma in genere ci si può fermare tranquillamente al 2°.
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 (
Figura 
24
 -- Procedura di 
line-fit
 del 2° ordine
)

L’ultimo esempio preso in considerazione è la figura 25, di dimensioni 1.6 μm x 1.6  μm, che mostra delle nano-sfere su una superficie. In 25.A, è rappresentata l’immagine originale acquisita tramite AFM prima di qualsiasi elaborazione, ed è facilmente riconoscibile la situazione per la quale la parte destra della stessa è più scura della parte sinistra. In 25.B, è presentato il risultato dopo il leveling line-by-line con correzione del background del primo ordine (la banda scura nell’immagine è causata dall’image processing e non è una struttura reale). In 25.C, le particelle  (
Figura 
25
 -- 
(A) 
Nanosfere
 su una superficie; (B) Procedura di 
leveling
 
line
 
by
 
line
; (C) Procedura di esclusione delle particelle dalla rimozione del background
)sono state escluse dal processo di rimozione dello sfondo per derivare l’immagine di migliore aspetto.
[image: ]Come è stato detto in precedenza, le operazioni di leveling possono causare degli artefatti, che, ad esempio, in riferimento alla figura 25.B, si presentano come scie scure accanto alle nano-sfere che non sono riscontrabili effettivamente sulla superficie del campione.
[image: ]La soluzione a questo problema risiede in molti software commerciali per AFM, i quali sono in grado di eseguire una funzione con la quale si possono escludere delle aree dal background: in altre parole praticamente si dice al computer quali sono gli elementi che si vogliono mantenere tali tralasciandoli dal processo di line-fitting ed ottenendo, così, un miglior adattamento e la sparizione di queste ombre.  In figura 26 si vede il programma con il quale si evidenzia in verde le zone selezionate che non saranno considerate nei calcoli relativi alla rimozione del sottofondo. 
In figura 27 è mostrato l’intero processo. Il campione in considerazione è costituito da centinaia di cristalli di rame (Cu) su un substrato di oro (Au), con zone ad elevata densità rispetto ad altre (fig.27.A). L’uso del line leveling comporta l’insorgere di ombre che risultano sgradevoli, oltre che alla vista, anche ad un’analisi accurata del’immagine (fig.27.B). Dato l’elevato numero di elementi, per cui uno loro studio implicherebbe molto tempo, esistono software di image processing che automaticamente rilevano i punti salienti dell’immagine e li escludono (fig.27.C): in questo caso 
l’immagine è stata creata da Pico Image dell’Agilent che ha un tool che elimina tutto ciò che è più alto della media e dopo livella ogni linea secondo l’area che non è stata esclusa. Il risultato finale mostra come lo sfondo sia stato appianato e non vi siano più le ombre (fig.27.D).
 (
Figura 
26
 -- Scelta delle aree da escludere dal processo di rimozione del background
)
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Figura 
27
 -- Fasi del processo di esclusione di punti dall'adattamento
)


Per valutare l’entità degli artefatti si può osservare la figura 28, ove viene studiato anche il profilo dell’immagine livellata. La riga rossa e quella blu riportano i corrispondenti andamenti delle altezze nelle direzioni da esse percorse: ma mentre la prima mostra una completa uniformità nella cromaticità del background (così come dovrebbe essere), la seconda rivela la presenza di altitudini diverse, corrispondenti a zone più scure e più chiare di quella base. In questo caso è d’obbligo l’applicazione della procedura di esclusione dei punti dall’ulteriore procedura di appianamento per ottenere un risultato migliore.
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Figura 
28
 -- Artefatti originati dal 
line
 
leveling
, il loro profilo e la proiezione in 3D
)






Le tecniche di filtraggio

Spesso nelle immagini AFM appare uno sgradevole e indesiderato rumore a bassa o, più comunemente, ad alta frequenza che può avere origine dall’interferenza tra dispositivi elettronici e l’ambiente, dall’acustica o da urti accidentali sul tavolo di lavoro. Anche questo può essere rimosso tramite operazioni di filtraggio. 
I due principali tipi di tale intervento sono il filtraggio tramite matrice, nel dominio spaziale agendo direttamente sui pixel, e tramite trasformata di Fourier, nel dominio della frequenza.
I primi, che rientrano nella categoria dei cosiddetti filtri passa-basso e passa-alto, si basano su una media di punti adiacenti in un’immagine in modo tale che alcune componenti in frequenza siano spostate. 
I filtri passa-basso consentono alle componenti a bassa frequenza dell’immagine di passare riducendo quelle ad alta frequenza, mostrando così un effetto di smussamento della figura e rimuovendo la tipologia di noise solitamente riscontrabile nelle immagini AFM. Ripetute applicazioni di tali operazioni o l’uso di grandi matrici tendono a sfocare l’immagine stessa.
I filtri passa-alto, invece, consentono il passaggio delle componenti ad alta frequenza riducendo quelle a bassa frequenza. Sono generalmente usati per lo sharpening (letteralmente nitidezza) o per l’individuazione dei contorni nelle immagini AFM.
Ci sono molti altri filtri matriciali che possono essere usati e tipicamente disponibili nel software di processing AFM. Questi sono versioni più sofisticate dei filtri considerati in precedenza, alcuni dei quali, come il filtro mediano, possono ridurre il rumore senza indurre la de-focalizzazione dei bordi, come può avvenire nel caso del passa-basso.
Il filtraggio basato sulla trasformata di Fourier consiste nel portare un’immagine dallo spazio reale nel dominio della frequenza, rimuovendo alcune componenti, ed effettuando l’anti-trasformata per ritornare in ambito spaziale. Tale tecnica può riportare risultati molto simili a quello del filtraggio matriciale; tuttavia appare più “flessibile” in quanto consente la rimozione o il miglioramento di particolari elementi dell’immagine [16,17].
 
Filtri lineari di smoothing 

I filtri di smoothing, denominati anche filtri di media o filtri low pass, sono usati per produrre immagini sfocate e per la riduzione del rumore. L’applicazione più comune consiste nella rimozione dei dettagli irrilevanti (con quest’aggettivo si indicano quelle regioni di pixel che sono piccole rispetto alle dimensioni della maschera del filtro) portando alla luce, di conseguenza, grandi oggetti o nel colmare interruzioni limitate in linee e curve.
L’output (risposta) di un filtro spaziale lineare è per esempio la media dei pixel contenuti nella regione della maschera del filtro, ottenuta sostituendo il valore di ognuno di questi, relativi ad un’immagine, con la media dei livelli d’intensità nella medesima zona d’interesse; questo processo fornisce un’immagine in cui le transizioni d’intensità brusche sono ridotte.
Purtroppo l’applicazione di un filtro di media causa anche una fastidiosa de-focalizzazione lungo gli edge (letteralmente “lati”) che di solito rappresentano delle caratteristiche visive importanti. Un altro aspetto dello smoothing è l’eliminazione di falsi contorni che derivano dall’utilizzo di un numero insufficiente di livelli d’intensità. 
Come detto, quindi, è possibile applicare la media spaziale per sfocare un’immagine al fine di far emergere peculiarità d’interesse, dato che le intensità degli oggetti piccoli tendono ad essere inglobate nello sfondo (la relativa dimensione dei quali dipende dalla dimensione della maschera) e gli oggetti più grandi tendono a diventare “macchie” facili da individuare.
La figura 29 mostra 2 filtri di smoothing 3x3. 
L’uso del primo produce la media standard dei pixel contenuti nella maschera. Gli elementi hanno tutti valore 1, anziché 1/9 (vantaggioso da un punto di vista computazionale); alla fine del processo di filtraggio, tuttavia, l’intera immagine deve essere moltiplicata per il fattore moltiplicativo 1/9 (pari al rapporto tra 1 e la somma dei valori dei suoi coefficienti).
La seconda maschera rappresenta la cosiddetta media ponderata, definizione usata per indicare che i pixel sono moltiplicati per coefficienti diversi, dando così maggiore peso ad alcuni punti piuttosto che ad altri. Il pixel al centro della maschera è moltiplicato per un valore superiore a qualunque altro e ciò gli conferisce maggiore importanza nel calcolo della media; gli altri sono pesati inversamente, in funzione della loro distanza dal centro della maschera. I termini diagonali sono più lontani dal centro rispetto a quelli ortogonali (secondo un fattore di ) e, quindi, sono meno considerati rispetto ai pixel immediatamente vicini al pixel centrale. In pratica è difficile distinguere le differenze nelle immagini trattate con l’una o l’altra maschera in fig.29 o simili, perché l’area ricoperta da queste in ogni punto dell’immagine è troppo piccola. Ridurre il valore dei coefficienti in funzione della distanza dall’origine è semplicemente un tentativo di ridurre la sfocatura nel processo di smoothing. La somma dei coefficienti della maschera a destra è uguale a 16, caratteristica interessante per l’implementazione su computer perché è un valore intero potenza di 2 [16,20,21].
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Figura 29 -- Maschere per il filtraggio passa basso

 Filtri lineari di sharpening 

L’obiettivo principale dello sharpening (letteralmente nitidezza) è di mettere in evidenza le transizioni d’intensità. Gli utilizzi di tale tecnica sono vari e vanno dalle stampanti elettroniche e gli apparecchi per le immagini mediche, all’ispezione industriale e all’orientamento autonomo nei sistemi militari.
Se, come visto in precedenza, è possibile sfocare un’immagine facendo la media dei pixel di un intorno spaziale, dato che tale calcolo è un procedimento analogo all’integrazione, è logico concludere che l’operazione di sharpening può essere attuata tramite la derivata spaziale. La qualità della risposta di un operatore di derivata è proporzionale al grado di discontinuità dell’intensità e differenziazione dell’immagine nel punto in cui si applica l’operatore, mettendo più o meno in evidenza gli edge e altri “salti” di livello (come il rumore) e in secondo piano le aree con intensità che variano lentamente.
I lati nelle immagini digitali spesso sono passaggi d’intensità, simili a delle teoriche rampe, per cui la derivata prima dell’immagine darà come risultato lati sottili, perché la derivata è diversa da zero lungo la rampa. Dall’altro lato, la derivata seconda produrrà un doppio contorno dello spessore di un pixel, separato da zeri. Da ciò concludiamo che la derivata seconda mette in risalto i dettagli meglio della derivata prima, proprietà ideale per lo sharpening dell’immagine. Inoltre le derivate seconde sono più semplici da implementare delle derivate prime.
Fondamentalmente il metodo consiste nella definizione di una formulazione discreta delle derivate seconde e nella successiva costruzione di una maschera filtro. Sono d’interesse soprattutto i filtri isotropici, la cui risposta è indipendente dalla direzione delle discontinuità dell’immagine, che sono invarianti per rotazione, nel senso che ruotare l’immagine e applicare successivamente il filtro da lo stesso risultato di applicare prima il filtro e poi ruotare il risultato.
L’operatore di derivata mette in evidenza le discontinuità di intensità di un’immagine e pone in secondo piano le regioni con livelli d’intensità che variano lentamente. Ciò tende a produrre immagini con linee grigiastre e altre discontinuità, su uno sfondo scuro e anonimo. Le caratteristiche dello sfondo possono essere recuperate, mantenendo lo sharpening dell’immagine dato dal metodo laplaciano, e aggiungendo quest’ultima all’originale.  Esempi di maschere usate per lo sharpening, le cui caratteristiche prevedono che i pesi centrali siano di segno opposto a quelli periferici per accrescere le differenze tra pixel, sono riportati in fig.30 [16,20,21].
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Figura 30 -- Maschere per il filtraggio passa alto

Come esempio si prenda in considerazione la figura 31 che si riferisce alla superficie del silicio, la quale presenta degli spikes considerabili come rumore. Per ridurne l’effetto si può far riscorso, come è stato accennato, al filtraggio matriciale.
Sono utilizzate due maschere 3x3 pixel di dimensioni 25 nm x 25 nm, con caratteristiche e coefficienti che differiscono tra loro a seconda della modalità operativa, sia essa passa-basso (con tutti i valori pari a 1 e costante moltiplicativa 1/9) o passa-alto (con al centro il valore 9 circondata da tutti -1), e ne vengono messi in risalto i rispettivi risultati ottenuti (figg.32.A, 32.B).
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Figura 31 -- Immagine della superficie del Silicio con 
alcuni
 
spikes
)
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Figura 33 -- 
Passa 
alto
, con matrice 25 
nm
 x 25  
nm
, di fig.31
) (
Figura 32  -- Passa basso, con matrice 25 
nm
 x 25 
nm
, di fig.31
)
L’immagine relativa al passa-basso risulta più smussata, anche se ci sono ancora piccoli spikes, mentre quella riferita al passa alto mostra solo gli artefatti dovuti, appunto, al rumore.
Variando la dimensione della matrice di filtraggio usata in precedenza, che nel successivo caso posto in esame è di 80 nm x 80 nm, si avranno situazioni ben diverse (figg. 34, 35): la figura riguardante il passa basso appare sfocata, così come le transizioni d’intensità, e porta ad una riduzione della nitidezza; al contrario, l’applicazione del passa-alto comincia a mette in risalto gli edges e le componenti ad alta frequenza, aumentando il contrasto locale dell’immagine.
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Figura 35 -- 
Pas
sa alto, con matrice 80 
nm
 x 80
 
nm
, di fig.31
) (
Figura 34 -- 
Passa
 basso, con matrice 80 
nm
 x 80 
nm
, di fig.31
)[image: ]
[image: ]Se infine, in modo estremo, si fa uso di una matrice 250 nm x 250 nm (figg.36, 37), l’immagine del filtraggio passa-basso è completamente sfocata e gli spikes sono stati inglobati nello sfondo; in quella ottenuta con l’applicazione della matrice passa alto, sono esaltate fortemente le discontinuità e i contorni, si ha totale eliminazione delle informazioni di background ma lo svantaggio risiede nel fatto che il rumore può aumentare e deve quindi essere ridotto in seguito grazie all’azione di un apposito filtro. 
[image: ]
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 Figura 36 -- Passa basso, con matrice 250 x 250 nm, di fig.31               Figura 37 -- Passa alto, con matrice 250 x 250 nm, di fig.31

Nel prossimo esempio (fig.38) si ha un’immagine che ha dei “grani”, che tipicamente si possono ricondurre al rumore acustico. Se applichiamo matrici di dimensioni 80 nm x 80 nm, si avrà l’immagine relativa al filtraggio passa-basso in cui la maggior parte del noise è rimosso, ma è ancora presente in modo non trascurabile, mentre in quella del passa-alto si intravedono peculiarità che si ripetono in modo regolare e periodico (figg.39, 40).
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Figura 38 -- Immagine con tipico rumore acustico
)
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Figura 40 -- Passa alt
o, con matrice 80 
nm
 x 80 
nm
, di fig.38
) (
Figura 39 -- Passa basso, con matrice 80 
nm
 x 80 
nm
, di fig.38
)

Con una matrice 250x250 nm, invece, nel primo caso, è filtrato molto del rumore rimanente in precedenza ma ciò comporta che molti dettagli svaniscono a causa del forte smussamento (fig.41); nel secondo caso risaltano fortemente le discontinuità date dalle componenti ad alta frequenza che sembrano più disordinate (fig.42) [14].
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Figura 41 -- Passa basso, con matrice 250 x 25
0 
nm
, di fig.38
) (
Figura 42 -- Passa alto, con matrice 250
 x 250 
nm
, di fig.38
)

Filtraggio tramite FFT 

Oltre alle tecniche di filtraggio spaziale finora analizzate è necessario comprendere anche come la trasformata di Fourier e il dominio della frequenza possono essere utilizzati in questo ambito. 
Come è noto la trasformata di Fourier di una funzione campionata a banda limitata, che si estende da -∞ a +∞, è una funzione continua e periodica che si estende anch’essa da -∞ a + ∞. La sua formula matematica è la seguente



Nella pratica, tuttavia, si lavora con un numero finito, pari a M, di campioni {fn} nell’intervallo tra ω=0 e ω=1/∆T (pari cioè ad un singolo periodo): ciò di cui si ha bisogno è della definizione della DFT (Discrete Fourier Transform) che è 



con m = 0, 1, 2, ..., M-1.
Dall’espressione soprastante si ottiene, quindi, dato un insieme {fn} avente M campioni di f(t), un insieme di campioni {Fm} di valori complessi discreti che corrispondono alla trasformata di Fourier dell’insieme degli elementi d’input. Al contrario, dato {Fm}, è possibile risalire a {fn} usando la IDFT (Inverse Discrete Fourier Transform) la cui equazione è 



con n = 0, 1, 2, .., M-1.
Poiché una qualsiasi immagine ha la caratteristica di essere bidimensionale, è necessario definire la trasformata di Fourier discreta anche nel caso 2D:



con m1= 0, 1, 2, ..., M1-1 e m2= 0, 1, 2, ..., M2-1.

Il calcolo concreto della DFT presenta un problema pratico di grande rilevanza, cioè il numero di operazioni da effettuare. Occorre considerare infatti che nella pratica si ha a che fare con sequenze finite che possono anche essere molto lunghe, perciò al crescere del numero degli elementi M si presentano seri problemi di calcolo. In riferimento al caso 1D, le operazioni da eseguire sono pari a M x M = M2 : ad esempio, se M = 1000, occorre effettuare un milione di moltiplicazioni. 
È opportuno quindi sviluppare un algoritmo che consenta di ottenere in modo più rapido il medesimo risultato. Ciò è possibile suddividendo la data sequenza in sequenze più piccole, e queste a loro volta possono essere divise in altre più piccole, allo scopo di ridurre il numero di operazioni (che in questo caso saranno ). Questo procedimento, indicato con il termine "trasformata di Fourier veloce" ed abbreviato con FFT (Fast Fourier Transform) si basa sull’algoritmo di Cooley-Tukey [21,22]. 
Il filtraggio tramite FFT (o DFT) in 2D, quindi, è un'operazione che converte un’immagine AFM dal dominio spaziale a quello della frequenza, mettendo in risalto elementi in termini di lunghezza d’onda. Ciò è particolarmente utile per identificare qualsiasi pattern che si ripeta nell’immagine. Per esempio, la trasformata di Fourier può essere usata per identificare la frequenza del rumore in un’immagine. Molte sorgenti di rumore hanno una frequenza caratteristica: una volta che questa è identificata tramite l’analisi FFT, è semplice riconoscere la sorgente del rumore ed eliminarlo o sopprimerlo.
Il secondo maggior uso della trasformata di Fourier nell’analisi dell’immagine è estrarre dati utili riguardo il campione. Ciò è usato per l’analisi della rugosità e per identificare le frequenze caratteristiche di grandi elementi, ma è più comunemente usato per analizzare i parametri del reticolo atomico.
Le immagini che mostrano il reticolo atomico, anche se molto rumorose, tenderanno a mostrare spots intensi nell’immagine nel dominio di Fourier, che ne indicano le singole celle.  
Per determinare queste caratteristiche nel dominio spaziale, viste nell’immagine nel dominio di Fourier, è possibile procedere direttamente tramite il software d’analisi o usando il filtraggio Fourier per isolare le componenti d’interesse. Il modo in cui ciò è fatto è editando l’immagine direttamente nel dominio della frequenza. Tipicamente, l’utente traccia delle aree intorno alle zone d’interesse. Il software mantiene queste aree selezionate, e pulisce il resto dell’immagine. La IDFT è, quindi, applicata all’immagine modificata: ciò ha l’effetto di convertire l’immagine nel dominio spaziale ma con le sole componenti rimanenti selezionate. Questo rimuove tutti gli altri elementi dalle immagini lasciando solo gli elementi selezionati dall’utente, consentendo una chiara visualizzazione o la misura del pattern degli elementi ripetitivi. 
Come è immaginabile, questa tecnica è un metodo operativo molto potente che, tuttavia, richiede una particolare attenzione nell’interpretazione delle immagini così ottenute in quanto è semplice creare artificialmente un’immagine con un qualsiasi pattern desiderato, che non si riscontra nell’originale immagine non filtrata [16,17,21].
[image: ]Come esempio si riprende in considerazione la fig.38: passando al dominio della frequenza il relativo spettro (fig.43) mostra che il rumore è concentrato verticalmente nella parte centrale dell’immagine e l’indice graduato a lato, in termini di dBc (Decibel relative to the carrier), ne indica l’entità. 
Eseguendo l’antitrasformata della FFT, si ottengono le immagini del passa-basso (fig.44) con poco rumore e buon livello di dettaglio, migliore della semplice applicazione di un filtro matriciale, e del passa-alto (fig.45) che mostra peculiarità non molto accentuate [14]. 
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Figura 43 -- Spettro del rumore acustico
)
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Figura 45 -- 
Noise
 
filtered
 out
, tramite FFT, di fig.38
) (
Figura 44 -- 
Noise
 
filtered
 in, tramite FFT, di fig.38
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Operazioni di rotazione, di “cropping” e scalamento
La rotazione di immagini è una procedura comunemente consentita nell’analisi AFM, necessaria se è richiesto che alcuni elementi all’interno della stessa siano allineati nella direzione dell’asse di scansione. Ciò è spesso eseguito per l’analisi di campioni standard, ad esempio per il test di specifici software. Inoltre, occasionalmente, è necessario effettuare la scansione di una particolare porzione del campione prima e dopo il trattamento.
Un’altra comune operazione applicata alle immagini acquisite da AFM è denominata cropping, che viene messa in atto per rimuovere dettagli, non voluti dall’utente, dai lati della scansione o per isolare una particolare parte dell’immagine per analisi successive (per esempio, la rugosità di differenti regioni in un campione può essere analizzata con tale tecnica). L’eliminazione può avvenire tramite il processo di zooming sugli elementi di interesse: ciò è possibile solo se l’immagine originale ha una risoluzione abbastanza alta, tale che l’immagine risultante abbia abbastanza pixel. Accanto alla funzione di zoom, i pixel possono essere aggiunti matematicamente all’immagine: ad esempio se un’immagine di dimensioni 200 x 200 pixel ed è usata un’area di 50 x 50 pixel per lo zoom, è possibile incrementare il numero dei pixel nell’immagine finale da 50 x 50 a 200 x 200. Spesso l’operazione di ingrandimento in piccole regioni comporta un esubero di pixel e una maggiore difficoltà d’interpretazione dell’immagine: per scopi di visualizzazione, alla stessa è, in seguito, applicato un algoritmo di ricampionamento che la rende più smussata. Ad esempio se si ha un’immagine di dimensioni 200 x 200 pixel ed è usata un’area di 50 x 50 pixel per lo zoom, è possibile incrementare il numero dei pixel nell’immagine finale da 50 x 50 a 200 x 200. Ciò comunque non comporta dati addizionali all’immagine e le immagini ri-campionate non possono essere usate per analisi successive.
L’operazione di scalamento consiste, appunto, nel variare la scala dell’immagine. È raramente usata in quanto la calibrazione dell’AFM deve essere corretta prima che le immagini siano registrate. Tuttavia sotto alcune condizioni può essere desiderabile cambiare la scala di un'immagine AFM: per esempio, nel caso in cui le dimensioni misurate dello standard all’interno dell’immagine non siano corrette oppure se si vogliono comparare le immagini di uno stesso elemento acquisite con due strumenti differenti, è comodo effettuare la variazione di scala in modo tale da apparire della stessa dimensione. Ed infine se un AFM è ricalibrato durante un set di esperimenti, può essere utile cambiare la scala delle immagini precedenti per eguagliare la calibrazione conosciuta.
 Correzione degli errori

Spesso le immagini AFM contengono errori, che si manifestano come vibrazioni o striature, tipicamente derivanti da indesiderate interazioni tra la punta e il campione, come il movimento di quest’ultimo sotto il probe, le forze interne molto forti tra i due soggetti o le forze esterne (ad esempio il rumore acustico). Nel caso in cui non fosse possibile acquisire una nuova immagine senza errori, l’utente potrebbe desiderare di rimuovere queste defezioni tramite specifiche procedure di correzione presenti nei software di AFM processing.
Il processo di line removal, già trattato in precedenza, può essere eseguito rimuovendo una singola linea e sostituendola con la media delle due linee adiacenti ad essa. Un “glitch”, picco breve ed improvviso (non periodico) in una forma d’onda, causato in modo non prevedibile, può essere eliminato rimpiazzando il pixel “difettoso” con la media degli 8 pixel intorno allo stesso. 
Queste tipologie di correzioni devono essere applicate con molta cautela, perché modificano i dati in esame e le immagini così ottenute non possono essere riutilizzate per successivi studi: per esempio un’immagine soggetta alla soppressione degli errori potrà esibire valori di rugosità più bassi dopo il trattamento, che non riflettono la reale peculiarità della superficie. 
Un ulteriore processo correttivo dell’immagine applicato all’AFM è la de-convoluzione, che tende a rimuovere l’effetto della larghezza finita del probe, la cui geometria non è ben nota perché caratterizzata da profili complessi; ed inoltre il relativo metodo di produzione non è perfettamente riproducibile, comportando un’incontrollabile varietà e variabilità dei dettagli. Perciò, per applicare correttamente questa procedura, è necessario stimare caso per caso la conformazione della punta; tuttavia è difficile individuare una tecnica che sia in grado di misurarne in modo accurato e non distruttivo la geometria. Sono state effettuate delle prove sia su TEM sia su SEM ma, nonostante abbiano una risoluzione sufficiente allo scopo, si sono presentate alcune problematiche. Nessuna delle 2 tecniche restituisce informazioni sulla struttura 3D dell’oggetto e, quindi, è necessaria la sovrapposizione d’immagini ruotate in modo vario per caratterizzare completamente il probe.
La risoluzione richiesta deve essere simile a quella dei dettagli nell’immagine; a tale scopo i microscopi elettronici devono operare ad elevate tensioni di voltaggio, ma danneggiano per tale sovraccarico gli elementi appuntiti (come il probe), soprattutto quelli senza il rivestimento metallico, che ne può alterare il profilo. Queste tecniche sono quindi impraticabili.
Lo strumento per fare misure 3D e ad alta risoluzione del probe è l’AFM stesso, che mostra i dettagli come spike: l’immagine risultante, relativa alla punta, appare solo un po’ dilatata dal campione, con l’assunzione che il raggio dello spike sia di molto inferiore di quello della punta.  
Conoscendo la corretta geometria del campione, la dilatazione del probe è semplice da ricavare.
Comunque, usando una tecnica denominata blind reconstruction, la forma del probe può essere calcolata analizzando attentamente un’immagine AFM del campione d’interesse ottenuta secondo la procedura sopra menzionata e da ogni pixel della quale vengono estratte le informazioni circa la forma della punta. La correlazione tra l’intorno di ogni pixel è comparata all’intorno di ogni altro pixel nell’immagine. Essenzialmente, tale procedura, dispendiosa dal punto di vista computazionale e temporale, cerca patterns ripetitivi e assume che ciascuno di questi derivi dalla forma della punta. Ottenutane la geometria, è possibile rimuovere matematicamente gli artefatti allargati del probe dall’immagine (fig.46).
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Figura 46 – Esempio di 
blind
 
reconstruction
 e successiva 
de
-
convoluzione
. Usando la prima tecnica è possibile calcolare la geometria del probe dall’immagine delle nano
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Tale tecnica presenta, tuttavia, delle limitazioni: il profilo della punta non è quello reale, ma solo una stima della stessa, molto smussata, che ha prodotto l’immagine. In più, la scelta di alcune tipologie di campioni, ad esempio, con elevata ruvidezza e dettagli marcati, comporta un risultato migliore e più vicino all’originale rispetto ad altre. Se l’oggetto misurato non ha [image: ]queste caratteristiche, dopo essere stato sottoposto alle fasi di imaging, può essere necessario usarne un altro esterno al fine di acquisire dati adeguati per la blind reconstruction.
Inoltre, l’accuratezza della valutazione dipende fortemente dalla dimensione dell’immagine usata: infatti, se essa è piccola, tende a sovrastimare l’acutezza della punta, a causa del basso rapporto segnale-rumore, situazione che può introdurre distorsioni nella definizione della forma del probe. Dall’altro lato, immagini grandi o con bassa densità di pixel restituiscono risultati che portano ad un profilo della punta più smussato a causa del sottocampionamento della topografia superficiale.
In conclusione, la blind estimation, attuabile tramite software di processing,  è una tecnica relativamente semplice da applicare e può migliorare la qualità dell’immagine AFM, rimuovendo in larga parte l’effetto di dilatazione della punta.

Visualizzazione di immagini AFM
Una grande quantità di informazioni può essere raccolta da un’immagine AFM tramite la sua visualizzazione, che può avvenire secondo diverse modalità e in base alle caratteristiche cui siamo interessati. Spesso alcuni elementi possono essere messi in risalto variando solo dei parametri, anche se qualsiasi funzione di visualizzazione non altera in alcun modo i dati originali. 






Correzione degli istogrammi

[image: ]Un istogramma è un grafico dell’altezza (o altri parametri registrati nella scala z) di ogni pixel rispetto alla frequenza. Il modo più comune di visualizzazione è un’immagine dove il colore rappresenta l’altezza. Il software AFM normalmente estende la scala dei colori per coprire l’intero range di z. Se un utente esamina l’istogramma dei valori d’altezza, osserverà che il 90% o più dei dati è concentrato in una limitata regione dello stesso: questo perché piccole quantità di punti isolati (zone molto alte o molto basse della topografia) rappresentano elementi reali ma, in alcuni casi, possono essere causate da errori o glitches. In entrambi i casi, usando un tool di correzione dell’istogramma, l’operatore può decidere di rimuovere i punti più alti e più bassi dalla scala dei colori, facendo sì che questa risulti distribuita in modo migliore e più uniforme rispetto ai dati acquisiti e alla color table. Ciò ha l’effetto di aumentare in modo rilevante il contrasto nella maggior parte dell’immagine e spesso aiuta a visualizzarne e misurarne anche i dettagli più fini che prima dell’applicazione del processo non apparivano (fig.47). 
 (
Figura 47 -- La funzione di correzione dell'istogramma 
 estende la distribuzione dello stesso  sulla maggior parte della scala dei colori disponibile. Sopra, è usata solo una piccola regione tra le colorazioni disponibili; sotto, l’istogramma è più largo, abbracciando più tonalità, e consente la visualizzazione di più elementi rispetto al caso precedente
)



Un istogramma mostra sempre una distribuzione gaussiana approssimata: deviazioni dalla tipica forma danno informazioni circa l’andamento delle altezze rispetto alla superficie. Per campioni con due regioni differenti in modo significativo, per esempio, ci saranno due picchi nell’istogramma (fig.48) e il tool di adjustment può essere usato per misurare la loro distanza ottenendo la differenza d’altezza media tra i due elementi corrispondenti. Questo metodo d’analisi deve essere applicato con cautela, in quanto è molto sensibile alla qualità del leveling, che se è bassa porta i picchi nell’istogramma più vicini tra loro [14,16,17]. 
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 (
Figura 48 -- Immagine di un DVD che mostra due picchi nell'istogramma corrispondente alle due regioni differenti dell’immagine
)


Color palettes
La particolare tavolozza (palette) dei colori può essere selezionata per visualizzare immagini AFM in modo accattivante e deciso, che in alcuni casi può mettere in risalto determinati aspetti e peculiarità del campione sotto esame.
Per esempio, si riprenda in considerazione il caso speciale del DVD, trattato nel paragrafo precedente, caratterizzato da due zone di altezze chiaramente differenti.
Estendendo la scala dei colori in corrispondenza del picco rilevante nell’istogramma per coprire una certa tipologia di caratteristica se ne può aumentare il contrasto riducendolo fortemente per gli altri dettagli nella medesima immagine. 
Usando una tavolozza con più di una gradazione di colore, è possibile mantenere elevato il contrasto di tutti gli elementi, nonostante abbiano diverse altezze. Ciò si verifica in quanto, nonostante l’occhio umano sia in grado di distinguere meno di 100 livelli di luminosità per un particolare colore, la combinazione di varie ombre aiuta molto nella distinzione.
Comunque, a parte l’uso di gradienti con molteplici colorazioni, la scelta della tavolozza per visualizzare le immagini AFM è completamente soggettiva. 
In fig.49 (A), è nuovamente riportato l’esempio del DVD; in fig.49 (B) la scala dei colori è quella al di sotto del picco basso mentre in fig.49 (C) è relativa al picco alto. La fig.49, invece, mostra una tavolozza in cui è stata scelto l’insieme dei colori del visibile e la scala è concentrata sotto entrambi i picchi, mettendo in evidenza maggiormente le diverse discontinuità d’altezza. 



[image: ][image: ]
 (
Figura 49 -- Immagine di un DVD e diverse visualizzazioni
)[image: ][image: ]
Un altro esempio è un campione di rame depositato su un substrato d’oro: in fig.50 ne vediamo diverse visualizzazioni derivanti dall’uso di diverse tavolozze e diverse scale di colori.
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 (
Figura 50 -- 
Immagine di un campione di rame su oro e varie visualizzazioni
)


Shading
Un’altra modalità per migliorare il contrasto e interpretare al meglio le immagini AFM è lo shading. La procedura prevede la simulazione artificiale di luce splendente, la cui posizione ed intensità possono essere variate, che rende le figure più foto-realistiche. È possibile inoltre visualizzare e apprezzare più facilmente le più piccole e ad alta frequenza strutture sulla superficie. In fig.51 sono rappresentate immagini light shaded (a sinistra) e in scala di colore (a destra) relative a nanotubi di carbonio, ove la prima consente un’osservazione più agevole della forma di particolari caratteristici.
 

2D-3D

Le immagini AFM possono essere visualizzate da un computer sia in proiezioni 2D sia in 3D.
Il primo caso (il metodo più comune) mostra gli assi x e y e fa uso di una scala e di un indicatore di colore per rappresentare le informazioni circa le altezze. Tuttavia, le interpretazioni analitiche risultano essere difficili, in particolare per coloro che non sono soliti avere a che fare con un AFM, in quanto è complesso determinare, ad esempio, quali elementi siano in posizione più elevata rispetto ad altri.
Un sistema per ovviare a tale problematica è la rappresentazione in pseudo-3D (che non richiede l’uso di occhiali speciali), molto rapida e semplice da implementare con i moderni PC, in cui la scala tra gli assi x, y e z spesso non è la medesima. La resa che si ottiene consente una più agevole comprensione dei dati; ciò può essere fatto in 2 modi:

· mantenendo la scala dei colori relativa alle altezze che facilita lo studio;
· [image: ]includendo l’effetto di una sorgente di luce fittizia che illumina la topografia del campione (similmente allo shading prima trattato) e ne sottolinea piccoli elementi o textures, in modo più naturale rispetto al primo caso.
 (
Figura 51 --
Due tipologie di immagine relative a 
nanotubi
 di carbonio
)  
La scelta della resa è completamente soggettiva e le immagini sono in grado di rivelare dettagli superficiali, molto piccoli in relazione alle dimensioni x e y, in maniera più estesa. 
È possibile anche la produzione di immagini in 3D reale che, anche se necessitano l’uso di occhiali appositi per differenziare le visioni dall’occhio destro e sinistro, aiutano ad osservare la forma e la morfologia dell’oggetto in esame [16,17].
In fig.52, sono messe a confronto le raffigurazioni 2D e 3D di bits di un DVD facendo uso degli stessi dati.
[image: ]
Come ulteriore esempio, in fig.53, è possibile vedere l’immagine appena acquisita da AFM della mica immersa in acqua, e corrispondente visualizzazione in 2D e 3D.
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Figura 
29
 -- 
Immagini 2D e 3D di 
bits
 di un DVD
)
 (
Figura 53 --
 Immagine della mica immersa in acqua e visu
a
lizzazione dei salti del Silicio in 2D e 3D
)[image: ]
Infine, in fig.54, si osservano delle micro-lenti in modalità 2D, mentre in 3D si fa uso dei colori dell’arcobaleno o delle gradazioni di grigio (dal bianco al nero). Il rettangolo rosso si riferisce al corrispondente ingrandimento dell’ultima immagine che mostra dei dettagli, nella topografia del campione, impercettibili sia ad occhio nudo sia con le altre tecniche, a porre l’accento sulla capacità della visualizzazione 3D di portare alla luce elementi fini [14].
[image: ]


 (
Figura 54 -- Immagini di micro-lenti in 2D, in 3D con diverse scale di colori e ingrandimento di un particolare
)
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