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Kurzzusammenfassung 

Biosensoren gewinnen in den letzten Jahren zunehmend an Bedeutung. So erfolgt die 

Identifizierung des Analyten mit Biosensoren deutlich schneller und unkomplizierter als mit 

herkömmlichen analytischen Methoden. Aufgrund des Schlüssel-Schloss-Prinzips ist zudem 

die Detektion von Biosensoren äußerst selektiv. Die Herstellung dieser Sensoren erfolgt häufig 

trotz der Unzuverlässigkeit der Silanchemie über die Silanisierung der Si-H- bzw. Si-OH-

Bindungen an der Silizium-Oberfläche. Die Abhängigkeit von Temperatur- und pH-Wert, sowie 

die Veränderung der Filmdicke bei nur kleinen Schwankungen des Wassergehalts während der 

Umsetzung werden oft vernachlässigt. Seltener wird die Si-NHx-Bindung genutzt, um dünne 

organische Filme zu erzeugen. 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine neue Funktionalisierungsstrategie entwickelt, die die 

Silanchemie vermeidet. Die Idee basiert auf der Herstellung einer Azid-terminierten 

Oberfläche erzeugt aus Oberflächenaminen des materialintrinsischen Stickstoffs von 

Siliziumnitrid (Si3N4). Diese Azidgruppen bildeten die Grundlage für die Click-Chemie mit 

geeigneten Alkin-terminierten (Bio)molekülen und die anschließende Immobilisierung von 

ausgewählten Analyten. Die Funktionalisierungsstrategie umfasst die Erzeugung von NHx-

terminierten Si3N4-Oberflächen durch Flusssäureätzung gefolgt von deren Umwandlung in 

Azidgruppen durch verschiedene Methoden. Im Anschluss wurden Alkine durch die Kupfer-

katalysierte Azid-Alkin-Cycloaddition (CuAAC, Click-Chemie) an die Azid-terminierte 

Oberfläche immobilisiert. Der Erfolg der einzelnen Reaktionsschritte wurde durch 

oberflächenanalytische Methoden, durch XPS, NEXAFS und ToF-SIMS, überprüft. Die 

Charakterisierung der gebildeten Triazolringe erfolgte anhand des N 1s-XP-Spektrums sowie 

der NEXAFS C K-Kante. Die CF3-Gruppe wurde anhand der C 1s und F 1s-XP-Spektren, sowie 

der NEXAFS F K-Kante identifiziert. ToF-SIMS Untersuchungen bestätigten ebenfalls die 

Bindung des Alkins an die Si3N4-Oberfläche. Im weiteren Verlauf der Arbeit wurde die direkte 

Anbindung eines Biomoleküls an die Si3N4-Oberfläche getestet. Hierfür wurde das 

Biotin/Streptavidin-System durch eine Click-Reaktion an der Oberfläche verankert. Die 

erfolgreiche Biotin/Streptavidin-Interaktion wurde ebenfalls mit XPS, NEXAFS und ToF-SIMS 

nachgewiesen. Der Erfolg der Click-Reaktionen war sowohl bei der Methodenentwicklung als 

auch bei der Immobilisierung des Modellfilms vom genutzten Lösungsmittel abhängig. 



Neben der direkten Immobilisierung von (Bio)molekülen an die Si3N4-Oberfläche durch die 

Click-Chemie gelang es auch einen Kupfer(II)trifluormethoxyphenanthrolin-Komplex als 

künstliche Nuklease über Amid-Kopplung an die Si-NHx-Oberfläche zu binden. Hierbei diente 

ein OCF3-Substituent des Kupfer(II)trifluormethoxyphenanthrolin-Komplexes als XPS-Sonde. 

Die Identifizierung des Komplexes erfolgte anhand der OCF3-Komponente im C 1s- und F 1s-

XP-Spektrum und der NEXAFS F K-Kante, sowie des Cu 2p-XP-Spektrums. Die ToF-SIMS-

Massenspektren bestätigten ebenfalls die Bindung des Komplexes. Die Kupfermenge wurde 

mit der Massenspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma (ICP-MS) zu 0.08 µg/cm2 

bestimmt, was 87 x 1012
 Kupferatome pro cm2 entspricht. Nach der Verifizierung des 

immobilisierten Komplexes erfolgte die Untersuchung der Spaltaktivität der auf der Si3N4-

Oberfläche gebundenen künstlichen Nuklease gegenüber Plasmid-DNA. Hierbei wurde eine 

Zunahme der Spaltaktivität mit zunehmender DNA-Inkubationszeit festgestellt. Weiterhin ist 

bemerkenswert, dass der verwendete Kupfer(II)trifluormethoxyphenanthrolin-Komplex erst 

auf der Oberfläche seine Spaltaktivität entfaltet. Kontrollproben in Lösung zeigten im 

Gegensatz zu dem immobilisierten Komplex keine Spaltaktivität. 

  



Abstract 

In recent years, biosensors have become more and more important. The identification of the 

analyte is much faster and easier by using biosensors instead of classical analytical methods. 

Biosensors are enormously selective due to the key-lock principle. For example, biosensors 

found applications in medical diagnostics. The used sensors are often produced via silanization 

of Si-H or Si-OH bonds at surfaces of silicon wafers. However, the known problems of the silane 

chemistry, as its dependency on temperature, water content of the solution and pH, as well 

as the hardly controllable film thickness, often lead to low performance in real applications. 

However, so far Si-NHx bonds have been used rarely to produce thin organic layers for 

biosensing applications.  

This work presents the development of a novel functionalization strategy for silicon nitride 

(Si3N4) surfaces bypassing the problems of the unreliable silane chemistry. The aim was to 

prepare azide-terminated surfaces as foundation for the modification by forming Si-NHx bonds 

in the surface layer of Si3N4 films. These azide groups served as a basis for click chemistry with 

suitable alkyne-terminated (bio)molecules for subsequent immobilization of selected 

analytes. Our functionalization route comprises the generation of NHx-terminated Si3N4 

surfaces by fluoride etching followed by the conversion into azide groups by various methods. 

Fluorine-substituted alkyne-terminated molecules were immobilized at the azide-terminated 

surface via copper catalyzed azide-alkyne cycloaddition (CuAAC, click chemistry). The success 

of the reaction has been proven by surface chemical analysis using XPS, NEXAFS and TOF-SIMS. 

Triazole components after the click chemistry were identified within N 1s XP spectra as well 

as with the NEXAFS C K edge. The CF3 groups of the alkynes were identified with XPS C 1s and 

F 1s spectra as well as the NEXAFS F K absorption edge. Afterwards, the binding of 

biomolecules was tested by the immobilized biotin/streptavidin system on the surface via click 

chemistry. The successful biotin/streptavidin interaction was proven with XPS, NEXAFS and 

ToF-SIMS. We found a solvent effect of the click reaction result with the test alkyne as well as 

for the immobilization of the biotin/streptavidin film. 

Additionally, a copper(II)trifluoromethoxy phenanthroline complex used as an artificial 

nuclease was immobilized on surface aminogroups via amide coupling. Here, an OCF3 

substituent serves as XPS marker for easy detection. The complex was identified with the help 

of C 1s, F 1s and Cu 2p XP spectra, with NEXAFS C K- and F K-edge spectra as well as ToF-SIMS 



spectra. The amount of immobilized copper on the surface was determined with ICP-MS to be 

0.08 µg/cm2 (87 x 1012 copper atoms per cm2). After the verification of the immobilized 

complex, the DNA cleavage activity of the artificial nuclease against plasmid DNA was 

investigated. Here, an increased nuclease activity was observed with increased incubation 

time. Furthermore, it is remarkable that the used copper(II) complex reached its cleavage 

activity only as surface-bond species. While the complex in solution did not show any cleavage 

activity in control experiments. 
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1. Einleitung 

1.1. Siliziumnitrid und seine Anwendungsmöglichkeiten 

Siliziumnitrid (Si3N4) hat in den letzten Jahrzehnten zunehmend an Bedeutung gewonnen. 

Anwendung findet keramisches Si3N4, in seinen Modifikationen α- und β-Si3N4, oder amorphes 

Si3N4. Keramisches Siliziumnitrid wird zum Beispiel wegen seiner Härte bei Führungsrollen, 

Lagerringen und Walzkörpern eingesetzt.[1] Die Grundlage beider Modifikationen, α- und β-

Si3N4, bildet eine Silizium-Sticktoff-Tetraedereinheit (Abbildung 1), wobei das Silizium sp3-

hybridisiert vorliegt und tetraedrisch von vier Stickstoffatomen umgeben ist.[1-2] Die Tetraeder 

sind jeweils über die Stickstoffatome mit einer weiteren Tetraedereinheit verbunden, so dass 

jedes Siliziumatom vier Stickstoffatome als nächste Nachbarn und jedes Stickstoffatom je drei 

Siliziumatome als nächste Nachbarn hat. α- und β-Si3N4 unterscheiden sich in der Abfolge ihrer 

Si-N-Schichten. Während β-Si3N4 Si-N-Schichten mit der Sequenz ABABAB… aufweist, hat α-

Si3N4 eine Si-N-Schicht Sequenz ABCDABCD… (Abbildung 2). Die AB-Schichten sind sowohl in 

der α- als auch in der β-Modifikation gleich. Die CD-Schichten des α-Si3N4 sind wie die AB-

Schicht, jedoch an der C-Gleitebene gespiegelt. Weiterhin weist α-Si3N4 eine trigonale 

Symmetrie und β-Si3N4 eine hexagonale Symmetrie auf.[2] Der Phasenübergang von α-Si3N4 

zum β-Si3N4 tritt bei Temperaturen von ca. 1500 °C auf. Der umgekehrte Übergang wurde 

bisher nicht beobachtet. 

 

Abbildung 1: Silizium-Sticktoff Tetraedereinheit der α- und β-Siliziumnitrid-Modifikationen.[2] 

 



Einleitung | Siliziumnitrid und seine Anwendungsmöglichkeiten 
 

2 

 

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Si-N-Schichten der α- und β-Siliziumnitrid-Modifikationen. Im β-Si3N4 
tritt eine ABABAB…-Sequenz und im  α-Si3N4 eine ABCDABCD…-Sequenz auf.[2] 

 

Amorphes Si3N4 ist wie das kristalline Si3N4 aus SiN4- und Si3N-Struktureinheiten aufgebaut, 

jedoch mit fehlender Fernordnung. Amorphes Si3N4 wird aufgrund seiner Eigenschaften als 

Halbleiter in Solarzellen (optische Bandlücke ~ 5 eV[3-4]) und der Mikroelektronikindustrie 

eingesetzt. So dient es in der Halbleiterindustrie aufgrund seiner dielektrischen Eigenschaften 

als Passivierungs- und mechanische Schutzschicht für integrierte Schaltkreise aber auch als 

Spitzenmaterial für das Rasterkraftmikroskop (AFM).[5-6]  

In den letzten Jahren fanden dünne Siliziumnitridfilme Anwendung bei 

röntgenspektroskopischen Untersuchungen von flüssigen Proben. Hierbei werden dünne 

Si3N4 Fenster (100 nm Si3N4 auf Silizium) hergestellt, welche für Röntgenstrahlung durchlässig 

sind. Die dünnen Fenster grenzen an eine Zelle mit der zu untersuchenden Flüssigkeit.[7] Die 

Untersuchung des Analyten erfolgt im Ultrahochvakuum.  

Siliziumnitrid lässt sich gut funktionalisieren und zeigt ausgezeichnete Biokompatibilität,[8-10] 

so dass es sich hervorragend als Biosensormaterial eignet. Darüber hinaus dient es als 

Barriereschicht bei Biosensormaterialien gegen kleine Ionen und Moleküle (z.B. Na+, K+
, H2O, 

O2, H2) und schützt so den Sensor vor dem wässrigen Medium der zu detektierenden Stoffe. 

Weiterhin wird Siliziumnitrid als optischer Wellenleiter genutzt, da es im Vergleich zu 
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polymeren Wellenleitern leichter herzustellen und robuster ist.[11] So wird funktionalisiertes 

Siliziumoxinitrid im Mach-Zehnder-Interferometer eingesetzt, um Streptavidin und 

biotingelabelte Antikörper zu binden.[12] Hierbei dient das Mach-Zehnder-Interferometer als 

hoch sensitiver Transducer zur Detektion von organischen Molekülen im Analyten durch die 

Änderung der Brechungsindizes des Analyten. Durch den Einsatz von Biosensoren kann auf die 

aufwendigen klassischen Analyseverfahren verzichtet werden. 

 

1.1.1. Abscheidung von Siliziumnitrid-Filmen durch die chemische 

Gasphasenabscheidung 

Dünne Si3N4-Filme werden mittels chemischer Gasphasenabscheidung (CVD) auf 

Siliziumwafern hergestellt.[1] Bei der CVD werden chemische Verbindungen in die Gasphase 

gebracht und dann zur Substratoberfläche transportiert. Die Abscheidung des Produktes kann 

auf zwei unterschiedlichen Wegen erfolgen. Zum einen kann die Reaktion zwischen den Gasen 

beim Transport zur Substratoberfläche erfolgen. Hierbei zerfallen die Gase in reaktive 

Zwischenstufen, welche auf die Oberfläche adsorbieren und anschließend zum Produkt und 

Nebenprodukten reagieren. Erfolgt die Reaktion bereits in der Gasphase, kann es zu einer 

erhöhten Homogenität des erzeugten Filmes kommen, wenn aktivierte 

Precursorverbindungen gebildet werden. Hierbei besteht jedoch auch die Möglichkeit, dass 

sich gebildete Nebenprodukte in die Schicht einlagern und diese so verunreinigen. Zum 

anderen können die Gase an der Substratoberfläche unzersetzt adsorbieren und anschließend 

durch Energiezufuhr in das gewünschte Produkt und Nebenprodukte reagieren. Die 

Nebenprodukte desorbieren jeweils von der Oberfläche und werden dann abtransportiert. Im 

Allgemeinen steigt die Wahrscheinlichkeit von Nebenreaktionen mit zunehmender 

Temperatur und Druck, da sich hierbei die Zahl der Zusammenstöße ausgehend von den zu 

reagierenden Molekülen erhöht. Während des Beschichtungsprozesses bilden die 

adsorbierten Produkte homogene Filme durch Diffusion an die Oberfläche. Um optimale 

Filmeigenschaften zu erhalten, sollten die Reaktionsgase gut verdampfbar sein, um eine gute 

Reproduzierbarkeit zu erreichen. Weiterhin sollten sie kostengünstig, nicht giftig und 

thermisch stabil sein. 
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Siliziumnitridfilme werden überwiegend durch die LPCVD (Low Pressure Chemical Vapour 

Deposition) oder PECVD (Plasma Enhanced Chemical Vapour Deposition) auf Siliziumwafern 

abgeschieden.  

Bei der plasmaunterstützten chemischen Gasphasenabscheidung (PECVD) wird das 

Reaktionsgemisch in einem Plasma angeregt, wodurch die Abscheidungsreaktion kontrolliert 

werden kann. Ein Plasma ist ein gasförmiges Gemisch bestehend aus Elektronen, Atomen, 

Molekülen und Ionen. Wird fester Materie Energie zugeführt, geht diese zunächst in den 

flüssigen Zustand und danach in den gasförmigen Zustand über. Bei weiterer Energiezufügung 

wird die Materie in elektrisch geladene und neutrale Teilchen zerlegt.[13] Diese hochreaktiven 

Teilchen werden ausgenutzt, um gezielt Schichten aus den Reaktionsgemischen auf 

Oberflächen abzuscheiden.[14] Zur Herstellung dünner Siliziumnitridfilme wird das 

Reaktionsgemisch, meist das Monosilan SiH4, mit Hilfe eines hochfrequenten 

elektromagnetischen Feldes ionisiert. Hierbei kommt es zunächst, durch Stöße hervorgerufen, 

zur Bildung einiger Atome und Moleküle. Durch die im Anschluss gebildeten Ionen kommt es 

zu einer Erhöhung der Stöße untereinander, wodurch eine größere Menge von Ionen gebildet 

wird, was im Folgenden zu einer Stoßkaskade und anschließend der Zündung des Plasmas 

führt. Glasartige Siliziumnitridfilme werden überwiegend aus der Reaktion vom Monosilan mit 

molekularem Stickstoff (Gleichung 1-1) bzw. Ammoniak (Gleichung 1-2) abgeschieden. 

 

3 𝑆𝑖𝐻4  + 2 𝑁2 
ℎ𝜈
→ 𝑆𝑖3𝑁4 +  6 𝐻2    1-1 

3 𝑆𝑖𝐻4  + 4 𝑁𝐻3 
ℎ𝜈
→ 𝑆𝑖3𝑁4 +  12 𝐻2    1-2 

 

Bei der LPCVD wird Siliziumnitrid bei Temperaturen von 700-850 °C aus Dichlorsilan und 

Ammoniak mit guter Reproduzierbarkeit gebildet: 

 

   3 𝑆𝑖𝐻2𝐶𝑙2 + 4 𝑁𝐻3  →  𝑆𝑖3𝑁4 + 6 𝐻𝐶𝑙 + 6 𝐻2   1-3 
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Durch die LPCVD können ebenfalls Schichten von einigen Nanometern bis vielen Mikrometern 

nach den oben beschriebenen Reaktionswegen erzeugt werden. Der Vorteil der Beschichtung 

mittels LPCVD besteht in der Abscheidung der Reaktionsgemische bei reduziertem Druck. 

Dadurch verringert sich die Geschwindigkeit des Transportes der Reaktionsgemische zum 

Substrat, wodurch homogenere Schichten im Vergleich zur Abscheidung bei 

Atmosphärendruck erzeugt werden können. In dieser Arbeit bildet LPCVD Siliziumnitrid die 

Grundlage für Erzeugung einer neuartigen Funktionalisierungsstrategie für die biosensorische 

Nutzung.  
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1.2. Biosensoren 

Das Prinzip eines Biosensors beruht auf der Immobilisierung einer biologischen Komponente 

(Sonde) auf einem physikalischen Signalwandler (Transducer) (Abbildung 3). Diese Sonde, zum 

Beispiel DNA, Enzyme, Antikörper, Proteine oder Mikroorganismen, geht spezifische 

Interaktionen mit dem Analyten[15] nach dem sogenannten Schlüssel-Schloss-Prinzip ein.[16] 

Hierbei kann es zum Beispiel zu messbaren pH-Wert-Änderungen, Änderung des 

Brechungsindices oder der Konzentration kommen, was wiederum zu Änderungen von 

optischen Eigenschaften oder elektrochemischen Größen führt. Der Transducer erfasst diese 

Änderung mit hoher Nachweisempfindlichkeit, verstärkt dieses Signal und gibt es in Form 

eines elektrischen Signals wieder.[17] 

 

 

Abbildung 3: Schematische Darstellung eines Biosensors. Das Prinzip beruht auf der Bindung einer biologischen 
Komponente an einen Transducer, die in spezifische Wechselwirkung mit dem zu bestimmenden Analyten tritt. 
Das durch die Interaktion generierte Signal wird von dem Transducer in ein messbares und auswertbares Signal 
umgewandelt.[18] 

 

Biosensoren finden in der Medizin Anwendung u. a. zur Bestimmung von 

Stoffwechselprodukten wie Blutzucker, Cholesterin, Harnstoff oder als Drogentest.[19] Vorteile 

bei dem Einsatz von Biosensoren sind zum Beispiel die Erfassung auch geringster Mengen und 

Schwankungen, die einfache Diagnostik,[20] geringe Kosten, Ortsunabhängigkeit und die 
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Selbstkontrolle von Patienten. Weiterhin sind Biosensoren in der Umweltanalytik bei der 

Bestimmung von toxischen Verbindungen im Trinkwasser mit Empfindlichkeiten bis zu 0.1 g/L 

nützlich.[21] Gegenüber den klassischen Analysemethoden haben sie in der Bio- und 

Umwelttechnologie einige Vorteile, da aufgrund ihrer Miniaturisierung und der damit 

verbundenen Mobilität kosten- und zeitintensive Probenahmen vermieden werden können. 

Durch die Kombination der biologischen Komponente mit dem Transducer werden die 

Ergebnisse schnell erhalten. Außerdem können Biosensoren kostengünstig und in hoher 

Stückzahl produziert werden und nach der Verwendung problemlos entsorgt werden.  

Der erste Biosensor wurde 1962 von Clark und Lyons entwickelt.[22] Dieser Sensor basiert auf 

der enzymbasierten Glucosebestimmmung im Blut. Hierbei wird das Enzym Glucoseoxidase 

(GOx), welches katalytisch wirkt, zwischen zwei Membranen vor einer pH- oder 

Sauerstoffelektrode aufgebracht. Durch die Oxidation von Glucose entsteht 

Wasserstoffperoxid, was elektrochemisch bestimmt werden kann. Dadurch kann auf die 

Glucosekonzentration geschlossen werden.[22] 

 

𝐺𝑙𝑢𝑘𝑜𝑠𝑒 + 𝑆𝑎𝑢𝑒𝑟𝑠𝑡𝑜𝑓𝑓 
𝐺𝑂𝑥
→  𝐺𝑙𝑢𝑘𝑜𝑛𝑠ä𝑢𝑟𝑒 + 𝐻2𝑂2  1-4 

 

Die Klassifizierung von Biosensoren erfolgt nach dem Funktionsprinzip. Zu den physikalischen 

Methoden zählen die kalorimetrischen und piezoelektrischen Detektionsmethoden.[20, 23] Bei 

der Kalorimetrie kommt es, bedingt durch chemische Reaktionen, zu Wärmefreisetzung. Die 

Temperaturerhöhung verhält sich umgekehrt proportional zur Konzentration und ist somit ein 

Maß für die Stoffmenge der Reaktionspartner. Halbleiter-Transistoren erfassen die frei 

werdende Wärmemenge, eine Substratkonzentration von bis zu 0.1 mmol/L ist detektierbar. 

Bei der piezolektrischen Detektion kommen mit Enzymen oder Antikörper beschichtete 

Quarzkristalle, die sogenannten Quarzmikrowaagen, zum Einsatz. Nach der Anregung des 

Quarzkristalls kommt es zu Resonanzschwingungen, welche nach der Bindung des Rezeptors 

gedämpft werden. Da die Schwingungsfrequenz eines Quarzes umgekehrt proportional zur 

Wurzel seiner Masse ist, kann einfach die Masse des Rezeptors bestimmt werden.[24-26] Ein 

Nachteil dieser Methode ist jedoch die nur einmalige Verwendung der Sensoren. 
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Zu den elektrochemischen Methoden zählen die amperometrische und potentiometrische 

Detektion. Das amperometrische Prinzip basiert auf der Immobilisierung von Enzymen auf 

Oberflächen, die bei der Reaktion mit dem Analyten eine Änderung des Stromflusses 

hervorrufen. Die daraus abgeleitete Messgröße ist die Stoffmenge. Das potentiometrische 

Detektionsprinzip basiert auf der direkten Immobilisierung der biologischen Komponente auf 

einem Silizium Halbleiterchip. Hierbei dient der pH-Wert als Messgröße. Der Stromfluss nimmt 

mit zunehmender H+-Konzentration zu, aus der Protonenkonzentration wird ein 

proportionales Signal erhalten. Eingesetzt werden elektrochemische Sensorsysteme zur 

Detektion von Glukose[27] oder zur Bestimmung der Sauerstoffkonzentration.[28] 

Optische Biosensoren sind Gegenstand intensiver Forschung[9, 29-30] und werden zur Detektion 

von Toxinen,[31-32] Drogen[33-34] und Pathogenen[35] verwendet. Hierbei erfolgt die 

Identifizierung des Analyten durch die Absorption von elektromagnetischer Strahlung. Stehen 

der Transducer und der Analyt in direktem Kontakt, wird die Wechselwirkung zwischen den 

Makromolekülen mit sehr hoher Empfindlichkeit registriert. Neben ihrer hohen Sensitivität 

sind optische Biosensoren relativ unempfindlich gegenüber hohen Temperaturen, 

Reaktionsmedien und elektromagnetischen Wellen.[29, 33, 35] Ein weiterer großer Vorteil ist die 

Herstellung aus unterschiedlichen Materialien, wie Silizium, Glas, Polymeren, Metallen oder 

Siliziumnitrid. Die Detektion von optischen Wellenleitern basiert auf der Aufnahme der 

Brechungsindizes, optischer Absorption oder Ramanspektroskopie. Hierbei wird häufig ein 

Lichtwellenleiter mit z.B. Enzymen beschichtet, welcher nach der Bindung des Analyten seine 

Luminiszenz- oder Absorptionseigenschaften ändert. Trifft hierbei ein Lichtstrahl auf die 

Grenzfläche eines Systems mit verschiedenen Brechungsindizes (n2<n1) wird das Licht 

reflektiert. Immobilisierte Biomoleküle auf einem Wellenleiter haben einen höheren 

Brechungsindex verglichen mit Wasser oder Luft. Passiert ein Lichtstrahl die biologische 

Komponente, verlangsamt sich die Ausbreitungsgeschwindigkeit des elektromagnetischen 

Feldes, wodurch ein quantifizierbares Signal erhalten wird, was proportional zur 

Materialmenge auf der Sensoroberfläche ist. Ein bekanntes Beispiel optischer Sensoren sind 

Glasfaserkabel zur Übertragung von Licht über weite Strecken und das sehr häufig verwendete 

Verfahren der Oberflächenplasmonenresonanz (SPR). Bei dieser Methode wird der 

einfallende Lichtstrahl durch ein Prisma unter Totalreflexion auf einen aufgedampften 

Metallfilm geleitet (Abbildung 4). Dabei kommt es zur Bildung von energiereichen Wellen, den 
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sogenannten Plasmonen, an der Metall/Proben Grenzfläche. Im Falle der Resonanz bei einem 

Resonanzwinkel 𝜃 stimmen die Energie der einfallenden Photonen mit der Energie der 

Plasmonen überein, was zur Übertragung der Photonenenergie auf die Plasmonen führt. 

Dadurch kommt es zu einem scharfen Abfall der Intensität des reflektierten Lichtes. Dieser 

Intensitätsunterschied dient als sensorische Messgröße.[36] 

 

Abbildung 4: Schematische Darstellung des SPR-Experimentes.[37] 

 

In den letzten Jahrzehnten haben Biochips verstärkt an Bedeutung gewonnen. Hierbei handelt 

es sich um eine Methode für den biologischen und biochemischen Nachweis von Messung auf 

engstem Raum (Abbildung 5). Die meisten Biochips sind eine Kombination aus Microarrays 

und Halbleiter-basierten Sensoren. Mithilfe von Microarrays ist es möglich, mehrere 

Probensysteme auf einer kleinen Fläche parallel zu analysieren. Ein Microarray besteht aus 

tausenden geordneten Spots, die in Reihen und Spalten angeordnet sind. So können 

beispielsweise mit DNA-Microarrays tausende Gene parallel untersucht werden. Jeder Spot 

enthält mehrere identische DNA-Stränge. Dadurch ist jeder Spot einzigartig und kann ein Gen 

binden. Die Analyse erfolgt anschließend durch die Registrierung der Sequenz und des Orts 

jedes einzelnen Spots von einer Computer-Datenbank.[38] 
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Abbildung 5: Schematische Darstellung eines Microarrays.[38] Durch die Auftragung von Spots (definierten 
Punkten) nebeneinander, ist es möglich Proben parallel zu untersuchen. 

 

Die Herstellung dieser sensitiven und selektiven biosensorischen Detektionssysteme setzt 

systematische Untersuchungen zur Immobilisierung der biologischen Komponente („Probe“) 

voraus. Die Mechanismen zur Modifizierung der Oberflächen werden im nächsten Kapitel 

näher betrachtet. 
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1.3. Oberflächenfunktionalisierung für die Herstellung neuer Biosensoren 

In Kapitel 1.1 wurde bereits beschrieben, dass Biosensoren auf der Immobilisierung von 

biologischen Komponente an einem festen Trägermaterial basieren. Um eine hohe Selektivität 

und die daraus resultierende Sensitivität der Biosensoren zu gewährleisten, ist es wichtig, eine 

geeignete Funktionalisierungsstrategie zu entwickeln, verbunden mit der ausführlichen 

Analyse des immobilisierten Systems. So ist die kontrollierte Immobilisierung von 

Biomolekülen Bestandteil intensiver Forschung.[39-42]  

Moleküle können durch verschiedene Mechanismen an die Oberfläche gebunden werden, 

wodurch neue Funktionalitäten eingeführt werden. Eine der einfachsten Methoden ist die 

Physisorption. Hierbei wird das Biomolekül nur durch schwache elektrostatische 

Wechselwirkungen, van-der-Waals-Wechselwirkungen oder Dipol-Dipol-Wechselwirkungen, 

an die Oberfläche mit einer Adsorptionsenthalpie von unter 50 kJ/mol gebunden. Hierbei 

handelt es sich um einen schnellen Vorgang, da keine Aktivierungsenergie überwunden 

werden muss. Obwohl mit dieser Methode eine große Zahl von Molekülen immobilisiert 

werden können,[43-44] werden in der Literatur auch Nachteile beschrieben. So beschrieben 

Yemti et al. die Desorption von bereits adsorbierter Rezeptoren.[45] Weiterhin kann es zu 

Verschiebungen der adsorbierten Rezeptoren kommen, wodurch es zu falsch-positiven 

Ergebnissen kommen kann.[9] Daher basieren die meisten Funktionalisierungsmethoden nicht 

auf der Physisorption, sondern auf der Chemisorption. Hierbei werden Moleküle kovalent an 

die Oberfläche gebunden. Aufgrund der dabei zu überwindenden Aktivierungsbarriere läuft 

diese Reaktion langsamer im Vergleich zur Physisorption ab. Bei erhöhten Temperaturen kann 

das Einstellen des Gleichgewichtes jedoch begünstigt werden. Eine der bekanntesten 

Strategien dünne Filme auf Oberflächen zu erzeugen, ist die Bildung von selbst-

organisierenden Monoschichten (SAM),[46-48] wobei eine kovalente, sehr stabile Bindung 

zwischen den organischen Komponenten und dem Substrat ausgebildet wird.[49] SAM bilden 

sich spontan beim Eintauchen in oberflächenaktive Lösungen. Hierzu gehören die Bindung von 

Alkanthiolen auf Goldoberflächen und die Bindung von Silanen auf Siliziumoberflächen 

(Abbildung 6).  
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Abbildung 6: SAM-Monolayer auf Gold-Oberflächen bzw. Silizium-Oberflächen. 

 

Die Einführung von neuen Funktionalitäten durch die Silanisierung der Oberfläche hat eine 

große Bedeutung in der Biosensorik. Die Hydroxylgruppen können hierbei durch die Reinigung 

der Oberfläche mit Piranha-Lösung oder UV/Ozon aufgebaut werden kann. Die so erzeugten 

reaktiven Hydroxylgruppen reagieren anschließend in einer Kondensationsreaktion mit dem 

Silan (Abbildung 7). Häufig beschrieben wird die Umsetzung von Glasoberflächen oder 

Siliziumoberflächen mit 3-Aminopropyltrimethoxysilan (APTMS) oder 3-

Aminopropyltriethoxysilan (APTES).[50]  

 

Abbildung 7: Silanisierung einer Silizium Oberfläche mit APTES. 

 

Unterschiede bei der Verwendung von APTES und APTMS liegen in der Reaktivität der 

Verbindungen. Aufgrund der großen Reaktivität von APTMS werden die Reaktionen in reinen 

organischen Lösungsmitteln durchgeführt. Dadurch lassen sich dünnere und kontrollierte 

Schichten mit Aminopropylgruppen erzeugen. Bei der Bildung von Monoschichten mit APTES 

muss die Reaktion mit Wasser katalysiert werden.[51] Weiterhin wird in der Literatur 

beschrieben, dass es zu Reaktionen zwischen den Aminogruppen des Silans und den 

Hydroxylgruppen der Oberfläche kommen kann, wobei keine geordnete Schicht erhalten 
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wird.[52-53] Die so erzeugten dichten Amino-endständigen Filme bilden die Grundlage vieler 

Reaktionen und eröffnen somit die Möglichkeit vielseitiger Anwendungen, wie die direkte 

Bindung von Antikörpern oder unter Ausbildung stabiler Amidbindung die Bindung von N-

Hydroxy-succinimid-Biotin (NHS-Biotin).[54] Neben der Erzeugung Amino-funktionalisierter 

Oberflächen können Epoxygruppen, Carboxylgruppen, Isocyanate oder Thiolgruppen 

eingeführt werden. Doch die häufig verwendeten Silanisierungsreaktionen weisen einige 

Nachteile auf, die häufig vernachlässigt werden. Beispielsweise ist die Silanchemie stark 

temperatur- und pH-Wert abhängig. Bereits bei kleinen Veränderungen des Wassergehaltes 

kommt es zu einer dramatischen Veränderung der Filmdicke. [55-57] Weiterhin können durch 

mögliche Nebenreaktionen Quervernetzungen der Silane auftreten.[58] Weitere Parameter, 

die die Reproduzierbarkeit der Silanfilme beeinflussen, sind Lösungsmittelabhängigkeiten, 

Reaktionszeiten, Reaktionstemperaturen und das Alter der eingesetzten Silane.[52] Aufgrund 

dieser Probleme wird intensiv nach alternativen Funktionalisierungsmethoden gesucht.  
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1.4. Zielsetzung 

Aufgrund der in Kapitel 1.1 dargestellten vielseitigen Anwendungsmöglichkeiten von 

Siliziumnitrid hat in jüngerer Zeit neben der Nutzung als Halbleitermaterial das Interesse an 

diesem Material als Träger für die Transmissionselektronenmikroskopie[59-60] und als dünne 

Membran für röntgenspektroskopische Untersuchungen von Flüssigkeiten bzw. für in situ-

Experimente von zum Beispiel Katalysatoren im Ultrahochvakuum (UHV) zugenommen.[61-62] 

Der Siliziumnitridfilm stellt hierbei ein für Röntgenstrahlung transparentes Fenster als Barriere 

vom UHV zur Messzelle dar, in welcher sich die flüssige Probe zur Untersuchung befindet. Um 

Si3N4 für die biosensorische Anwendung nutzen zu können, müssen biomolekulare Sonden an 

die Oberfläche gebunden werden, um anschließend den zu untersuchenden Analyten selektiv 

zu binden und dadurch ein messbares Signal zu erzeugen. Konventionelle 

Funktionalisierungsstrategien nutzen Si-OH-Gruppen der nativen oder künstlichen 

Siliziumoxinitridschicht, um Sonden durch Silanisierungsreaktionen an die Oberfläche zu 

binden. Trotz der großen Präsenz der Silanchemie in aktuellen Publikationen und ihrer 

leichten Durchführung gibt es zahlreiche Nachteile, wie z.B. hoher Zeitaufwand, häufig saure 

oder basische Reaktionsbedingungen und die limitierte Reproduzierbarkeit der 

Immobilisierung, die jedoch meist vernachlässigt werden. Die direkte Funktionalisierung unter 

Ausnutzung der Si-N-Bindungen wurde bislang nur selten beschrieben.[29, 55, 63] Die 

Modifizierung der Si-NHx-Bindungen (Oberflächenamine) bietet zahlreiche Vorteile. Stickstoff 

ist in großen Mengen bereits im Substrat enthalten, Amine können mit einfachen Methoden 

erzeugt und anschließend für weitere Reaktionen verwendet werden. 

Das Ziel dieser Arbeit ist die Entwicklung einer neuen Synthesestrategie für Siliziumnitrid unter 

Ausnutzung reaktiver Azidgruppen für die einfache, schnelle Herstellung neuartiger 

Biosensoren. Hierbei wird aufgrund der Reproduzierbarkeitsprobleme auf die üblicherweise 

eingesetzte Silanisierung der Oberfläche verzichtet. Nach der Umwandlung von 

Oberflächenaminen in reaktive Azide sollen zur Methodenentwicklung zunächst einfache 

Modellalkine, die fluorhaltige Markeratome tragen und als Sonde für die quantitative XPS 

dienen, durch die Click-Chemie direkt an die Si3N4-Oberfläche gebunden werden. Nach der 

systematischen Untersuchung der einzelnen Reaktionsschritte sowie der Stabilität der 

erzeugten Monolagen wird Biotin als erstes zu testendes Biomolekül auf der Si3N4-Oberfläche 

verankert und die Interaktion mit Streptavidin untersucht.  
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Eine weitere Möglichkeit Biomoleküle direkt an die Oberfläche zu binden, ist die Ausnutzung 

der Si-NHx-Bindungen. In weiteren Experimenten dienen Oberflächenamine als Grundlage für 

die Verankerung der 1,10-Phenanthrolin-5-carbonsäure, gefolgt von der Komplexierung mit 

Kupfer(II)phenanthrolin mit einem OCF3-Rest, der als XPS-Sonde dient.  

Die einzelnen Reaktionsschritte werden systematisch mit Röntgenphotoelektronen-

spektroskopie (XPS), Flugzeitsekundärionenmassenspektrometrie (ToF-SIMS) und Röntgen-

Nahkanten-Absorptionsspektroskopie (NEXAFS) untersucht. Letztendlich wird die 

Nukleaseaktivität des immobilisierten Kupfer(II)phenanthrolin-Komplexes mit der Agarose-

Gelelektrophorese überprüft. 
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2. Oberflächenanalytische Verfahren: Methodische Grundlagen 

2.1. Synchrotronstrahlung für die spektroskopische Anwendung 

Im Allgemeinen wird elektromagnetische Strahlung emittiert, wenn auf bewegte geladene 

Teilchen eine elektrische oder magnetische Kraft wirkt, und es dadurch zu einer Änderung der 

Teilchenenergie oder der Bewegungsrichtung kommt.[64] 

Bei der Erzeugung von Synchrotronstrahlung werden Elektronen durch starke Ablenkmagnete 

(Undulatoren und Wiggler) auf eine Kreisbahn gezwungen und auf relativistische 

Geschwindigkeiten (𝑣 = 299 792.44 𝑚/𝑠) beschleunigt.[65-66] Die dabei emittierte 

elektromagnetische Strahlung wird Synchrotronstrahlung genannt. Die Erzeugung von 

Synchrotronstrahlung kann auf zwei unterschiedlichen Wegen erfolgen. Zum einen können 

Teilchen ständig produziert und einmalig durch ein Magnetfeld geleitet werden und 

anschließend vernichtet werden. Hierbei handelt es sich um das Prinzip der durch 

Linearbeschleuniger erzeugten Synchrotronstrahlung.[66] Eine häufige Anwendung findet auch 

das Prinzip der Synchrotronerzeugung in Speicherringen, wie auch im BESSY II (Berliner 

Elektronenspeicherring-Gesellschaft für Synchrotronstrahlung m. b. H). Der Aufbau vom 

BESSY II ist in Abbildung 8 dargestellt. Zunächst wird ein Elektronenstrahl mit 70 kV von einer 

Glühkathode erzeugt.[65] In einem Microtron- und Synchrotronring wird der Elektronenstrahl 

auf bis zu 1.7 GeV beschleunigt. Anschließend werden die beschleunigten Elektronen in den 

Speicherring eingeleitet, wo sie eine Lebensdauer von 8-10 Stunden haben. Der 

Beschleunigungsprozess dauert 50 ms und die Wiederholungsfrequenz beträgt 10 Hz.[65] Der 

Gesamtstrom von 259 mA im Speicherring wird durch die wiederholte Injektion von 

Elektronen erreicht, die in mehreren Schritten beschleunigt werden. Durch Magnete werden 

die Elektronen auf eine kreisförmige Umlaufbahn gezwungen. Quadrupole und Sextupole sind 

dafür verantwortlich, dass die Elektronen nicht auseinanderdriften und der Strahl über einen 

längeren Zeitraum gespeichert werden kann. Damit die beschleunigten Elektronen nicht an 

Luftmolekülen gestreut werden, wird im Ultrahochvakuum (10-10 mbar) gearbeitet.[65] 
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Abbildung 8: Schematischer Aufbau des Speicherringes BESSY II.[65] 

 

Durch den Einsatz von Synchrotronstrahlung kann ein breites Frequenzspektrum von 

infraroter Strahlung bis zur Röntgenstrahlung genutzt werden. Die Synchrotronstrahlung ist in 

der Speicherringebene linear polarisiert und ober- und unterhalb der Ringebene elliptisch 

polarisiert. Aufgrund ihrer hohen Intensität findet Synchrotronstrahlung besonders im 

Frequenzbereich der Röntgenstrahlung große Anwendung, da die nutzbare Brillanz 

tausendfach höher ist als die der im Labor genutzten Röntgenröhren. Mittels eines 

Monochromators wird die Synchrotronstrahlung auf den benötigten spektralen Bereich 

eingestellt und durch Beamlines zum Experiment geführt. 

Die in dieser Arbeit beschriebenen Experimente wurden an der HE-SGM (high-energy 

spherical-grating monochromator)-Dipol-Beamline an der Synchrotronstrahlungsquelle 

BESSY II durchgeführt, die durch das Nutzen von weicher Röntgenstrahlung (100-850 eV) hohe 

Oberflächenempfindlichkeiten in der Photoelektronen- und 

Röntgenabsorptionsspektroskopie ermöglicht. Die Oberflächenempfindlichkeit (ca. 1 nm) ist 

im Vergleich zur Labor-XPS mit einer Aluminium-Kα-Röntgenquelle (ca. 10 nm) deutlich 

besser.[67] 
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2.2. Röntgenphotoelektronenspektroskopie (XPS) 

Die Röntgenphotoelektronenspektroskopie (XPS) ist eine häufig angewendete 

oberflächenanalytische Methode, mit der alle Elemente (außer H und He) qualitativ und 

quantitativ bestimmt werden können.[68] Daher ist die Methode auch unter ESCA (engl. 

Electron Spectroscopy for Chemical Analysis) bekannt. Die Informationen werden 

typischerweise mit Aluminium-Kα- oder Magnesium-Kα-Anregung aus den ersten 10 nm des 

Materials gewonnen. Sie geben Aufschluss über die chemische Umgebung, die Bindung und 

die Oxidationsstufen.  

Entsprechend der gewählten Anregungsquelle wird zwischen der 

Ultraviolettphotoelektronenspektroskopie (UPS), bei der mit UV-Strahlung (λ =250-2 nm bzw. 

5-50 eV) angeregt wird und der Röntgenphotoelektronenspektroskopie (XPS) unterschieden. 

Bei der XPS werden die Festkörper mit Röntgenstrahlung (𝜆 = ~ 10-0.01 nm bzw. 

~ 100-106 eV) angeregt. Hierbei werden kernnahe Elektronen herausgeschlagen, um 

Informationen über die chemische Zusammensetzung der Probe, Oxidationszustände und die 

Art der Bindungen zu erhalten.[68] Bei der Verwendung von UV-Strahlung werden dagegen 

Elektronen aus höheren Energieniveaus angeregt, die Aussagen über die Art der chemischen 

Bindung, deren Elektronenstruktur und die Molekülorbitale des untersuchten Valenzbandes 

ermöglichen.  

Die Untersuchung der Proben mit der Röntgenphotoelektronenspektroskopie erfolgt im 

Ultrahochvakuum (UHV) bei Drücken von 10-8-10-10 mbar. Im Labor werden die Proben 

meistens mit monochromatischer Al-Kα-Strahlung (1486.7 eV) oder Mg-Kα-Strahlung 

(1253.6 eV) angeregt.[69] Es kann jedoch auch mit durchstimmbarer Photonenenergie durch 

den Einsatz von Synchrotronstrahlung angeregt werden. Der schematische Aufbau eines 

Röntgenphotoelektronenspektrometers ist in Abbildung 9 dargestellt. 
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Abbildung 9: Schematischer Aufbau eines Röntgenphotoelektronenspektrometers. Die Probe wird mit 
Röntgenstrahlung angeregt, Photoelektronen werden emittiert, gelangen durch ein Linsensystem, bestehend 
aus elektrostatischen und magnetischen Linsen, in den Energieanalysator. Die nach ihrer kinetischen Energie 
sortierten Elektronen gelangen zum Detektor und werden dann durch eine Software in Spektren umgewandelt. 

 

Die Anregung der Elektronen erfolgt durch eine definierte Energie hν. Die emittierten 

Elektronen gelangen durch eine Eintrittsöffnung in ein Linsensystem bestehend aus 

magnetischen und elektrostatischen Linsen, durch die die Photoelektronen abgebremst 

werden. Anschließend erreichen die Elektronen den Energieanalysator. Hierbei handelt es sich 

um einen Halbkugelanalysator, der aus zwei konzentrisch angebrachten Hemisphären 

besteht. An den Hemisphären wird ein Potential angelegt, so dass nur Elektronen eines 

bestimmten engen Energiebereiches (Ekin), je nach angelegter Potentialdifferenz, den 

Analysator passieren können. Die energetische Mitte des Fensters wird als Passenergie 

bezeichnet und kann variiert werden. Häufig werden die Messungen mit konstanten 

Passenergien (CAE, Constant Analyzer Energy) aufgenommen. Hierbei treffen Elektronen, die 

eine kinetische Energie größer als das vorgewählte Energiefenster besitzen, auf die äußere 

Hemisphäre. Elektronen mit niedrigerer Energie treffen auf die positiv geladene, innere 

Hemisphäre auf und gelangen nicht zum Detektor. Während einer XPS-Messung wird das an 

den Hemisphären angelegte Potential durchgestimmt und damit die energetische Lage des 

Energiebereiches variiert. So wird nacheinander jede Energie des zu messenden Spektrums 

angesteuert. Anschließend treffen die nach ihrer kinetischen Energie sortierten Elektronen auf 

den Detektor. Es kommen unterschiedliche Detektoren zum Einsatz. In älteren Geräten 
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werden Channeltrons bzw. Sekundärelektronenvervielfacher verwendet. In moderneren 

Geräten kommen Delay Line Detektoren (DLD) zum Einsatz, wodurch 2D aufgelöste 

Informationen der Probe erhalten werden können (Imaging mode). 

Die Grundlage der Photoelektronenspektroskopie bildet der photoelektrische Effekt 

(Abbildung 10). Dieser wurde 1887 erstmalig von H. Hertz beschrieben.[70] Die theoretische 

Beschreibung lieferte A. Einstein 1905.[71] Nach dieser Erklärung können kernnahe Elektronen 

mit einer für das Atom und das emittierende Energieniveau charakteristischen kinetischen 

Energie (KE) aus einem Atom herausgeschlagen werden, wenn die Energie der eingestrahlten 

Photonen ℎ𝜈 ausreichend groß ist. Die kinetische Energie der emittierten Elektronen (KE) ist 

durch die Differenz der eingestrahlten Energie (h) und der Bindungsenergie der Elektronen 

(BE) gegeben.[68, 72] 

 

     𝐾𝐸 =  ℎ𝜈 − 𝐵𝐸      2-1 

 

Die Bindungsenergie der Elektronen ist elementspezifisch und entspricht der Energie, mit der 

ein Elektron im Atom gebunden ist, wodurch der direkte Elementnachweis eindeutig geführt 

werden kann. In Abhängigkeit der chemischen Umgebung kann es zu einer Verschiebung der 

Bindungsenergie der Elektronen kommen. Hierbei wird die chemische Verschiebung 

(„chemical shift“) beispielsweise durch den Bindungszustand und die Wertigkeit und Art der 

umgebenden Liganden beeinflusst. Die Bindungsenergie kann dabei je nach der Größe der 

effektiven Kernladung bis zu ca. 10 eV variieren.  

Durch das Herauslösen eines Elektrons aus dem Atom bleiben energetisch ungünstige 

Lochzustände, der Photoionisationszustand, zurück, welche durch intraatomare 

Relaxationsprozesse mit Elektronen aus höheren Energieniveaus aufgefüllt werden.[68] Die 

Energie kann radiativ in Form von Photonen mit einer definierten Energie, der Differenz 

zwischen der aufgefüllten und aufzufüllenden Schale, abgegeben werden. Hierbei handelt es 

sich um Fluoreszenzphotonen, die in der Röntgen-Emissionsspektroskopie untersucht 

werden. Ein weiterer nicht radiativer Relaxationsprozess ist die Emission eines weiteren 

Elektrons aus dem Atom aufgrund der frei werdenden Energie beim Auffüllen des 
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Lochzustandes (Abbildung 10). Dieser Effekt wurde in den 1920er Jahren von L. Meitner[73] 

und P. Auger[74] beschrieben.  

 

Abbildung 10: Schematische Darstellung des photoelektrischen Prozesses. Photoelektronen werden durch die 
Bestrahlung mit Röntgenstrahlung freigesetzt. Es schließen sich sekundäre Emissionsprozesse, d.h. die Emission 
von Augerelektronen und Fluoreszenz (a) und (b) an. 

 

Steht die zu untersuchende Probe in leitendem Kontakt mit dem Spektrometer, muss die 

Austrittsarbeit 𝜙 des Spektrometers berücksichtigt werden. Zum Herausschlagen eines 

Elektrons muss die Probe mit einer konstanten Energie ℎ𝜈 > 𝜙𝑆𝑝 bestrahlt werden. Dessen 

kinetische Energie ist die Differenz der eingestrahlten Energie ℎ𝜈, der Bindungsenergie der 

Elektronen BE und der Austrittsarbeit 𝜙𝑆𝑝: 

 

     𝐾𝐸 = ℎ𝜈 − 𝐵𝐸 − 𝜙𝑆𝑝    2-2 

 

Da die kinetische Energie während der Messung bestimmt wird und die Anregungsenergie und 

die Austrittsarbeit des Spektrometers bekannt sind, kann die Bindungsenergie nach Umstellen 

der Gleichung 2-2 ermittelt werden.  

 



Methodische Grundlagen | Röntgenphotoelektronenspektroskopie (XPS) 
 

22 

     𝐵𝐸 = ℎ𝜈 − 𝐾𝐸 − 𝜙𝑆𝑝    2-3 

 

Bei der Messung von nichtleitenden Proben ist eine Probenaufladung, resultierend aus dem 

andauernden Elektronenverlust in der analysierten Oberfläche, zu beachten. Dabei müssen 

die emittierten Elektronen zusätzlich das Aufladungspotential überwinden, was zu geringeren 

kinetischen Energien und scheinbar höheren Bindungsenergien der Photoelektronenpeaks 

führt. Der Aufladung von nichtleitenden Proben kann durch den Beschuss der Probe mit 

niederenergetischen Elektronen entgegengewirkt werden. Außerdem werden die Spektren 

z.B. auf die aliphatische C 1s-Komponente mit einer Bindungsenergie von 285.0 eV kalibriert 

und korrigiert („charge compensation calibration“), um eine bessere Vergleichbarkeit zu 

erreichen.[75] 

Die Photoelektronenspektroskopie beruht darauf, dass kinetische Energien von Elektronen, 

die durch die Absorption von Photonen aus den verschiedenen Orbitalen herausgeschlagen 

wurden, beobachtet werden.[68] Ist die Energie der Strahlung bekannt, können die 

Ionisierungsenergien der Elektronen in den verschiedenen Orbitalen aus der kinetischen 

Energie der Elektronen bestimmt werden. Bei der Interpretation von 

Photoelektronenspektren muss beachtet werden, dass sich die Bindungsenergie (BE) aus der 

Differenz der Zustandsenergien nach der Photoionisation 𝐸𝑓 („final state“, Endzustand) und 

vor der Ionisation 𝐸𝑖 („initial state“, Anfangszustand) ergibt: 

 

     𝐵𝐸 = 𝐸𝑓 − 𝐸𝑖       2-4 

 

Sowohl die Energie des Anfangszustandes als auch die Energie des Endzustandes können, in 

Abhängigkeit der Atomsorte und –verband und der Probenart, zur Änderung der Peakposition 

und im XP-Spektrum führen. Die Bindungsenergie entspricht nach Koopmans Theorem 

(Gleichung 2-5) der negativen Energie εk des Orbitals aus dem das Elektron herausgeschlagen 

wurde. [68] Dies ist jedoch nur unter der Annahme gültig, dass sich die verbleibenden 

Elektronen in der Hülle nach der Erzeugung des Lochzustandes nicht neu verteilen:  
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     𝐵𝐸 = −𝜀𝑘       2-5 

 

In der Realität sortieren sich während der Emission des Photoelektrons die verbleibenden 

Elektronen im Emitteratom durch intra- und extraatomare Relaxationsprozesse jedoch neu 

an, um die Energie des ionisierten Atoms zu minimieren (Endzustandseffekt). Durch die 

Neuanordnung der Elektronen während der Emission des Photoelektrons werden niedrigere 

Bindungsenergien beobachtet. Bei schlechter Abschirmung des Rumpfloches vergrößern sich 

die Bindungsenergien, da in diesem Fall der Betrag der Relaxationsenergie Er kleiner ist.  

 

𝐵𝐸 = −𝜀𝑘 − 𝐸𝑟     2-6 

 

Es wird zwischen intra- und extraatomaren Relaxationsprozessen unterschieden. Durch die 

Erzeugung eines Lochzustandes ist die effektive Kernladung größer, was zu Kontraktionen der 

verbleibenden Elektronenhülle hin zum Atomkern führt. Weiterhin ist der Beitrag der 

Elektronen in äußeren Schalen eines Emitteratoms zur intramolekularen Relaxation größer als 

der Beitrag der Elektronen in inneren Schalen. Die extraatomare Abschirmung erfolgt durch 

die Verschiebung negativer Ladung von Nachbaratomen, was jedoch stark von der 

Polarisierbarkeit der chemischen Umgebung abhängig ist. In elektrisch leitfähigen Proben 

können Elektronen benachbarter Atome wesentlich leichter zur Abschirmung des 

Lochzustands beitragen als Elektronen im ionischen Atomverband. Weitere zu den 

Endzustandseffekten gehörende Prozesse sind Multiplettaufspaltungen und Shake-up 

Satelliten. Die Anfangszustände beschreiben den Grundzustand des Atoms vor der Anregung. 

Hierzu gehört die Veränderung der Energie des Atoms im Anfangszustand durch zum Beispiel 

die Bildung von chemischen Bindungen mit anderen Atomen. Die dabei auftretende Differenz 

der gemessenen Bindungsenergiewerte eines Elementes in verschiedenen chemischen 

Bindungszuständen wird als chemische Verschiebung bezeichnet.[68]  

Die hohe Oberflächenempfindlichkeit der XPS ergibt sich aus der Wechselwirkung der 

Photoelektronen mit der Materie, die auf dem Weg zum Analysator passiert wird. Hierbei gilt, 
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je länger der Weg ist, desto höher ist die Wahrscheinlichkeit, dass Elektronen inelastisch 

gestreut werden und ihre kinetische Energie (KE) abgeben. Dies kann dazu führen, dass die 

Elektronen die Probe gar nicht oder mit stark verringerter Energie verlassen und nur im 

Spektrenuntergrund auftreten. Um das Ausmaß der inelastischen Streuung zu erfassen, wird 

die mittlere freie Weglänge λ für Elektronen bestimmt, welche die mittlere Distanz der 

Elektronen einer Energie (KE) zwischen zwei aufeinander folgenden inelastischen Stößen 

beschreibt. Die mittlere freie Weglänge ist von der kinetischen Energie der Photoelektronen 

und der Beschaffenheit des analysierten Materials (Dichte, elementare Zusammensetzung, 

Struktur), welches sie durchqueren, abhängig. Die Informationstiefe ist mit einer Strecke von 

3 λ definiert, was der Tiefe entspricht, aus der 95 % der emittierten Photoelektronen einer 

bestimmten kinetischen Energie stammen. Durch Verändern des Emissionswinkels θ kann 

aufgrund der veränderten Austrittstiefe die Oberflächensensitivität erhöht werden 

(Abbildung 11).  

 

Abbildung 11: Erhöhung der Oberflächensensitivität von XPS durch die Veränderung des Winkels zur 
Oberflächennormalen. Durch Verstellen des Emissionswinkels θ ändert sich die Informationstiefe aus der die 
detektierten Elektronen, die die Oberfläche verlassen können, stammen. Bei größer werdendem 
Emissionswinkel θ erhöht sich die Oberflächensensitivität, da die Elektronen aus oberflächennäheren Schichten 
(durch gestrichelte Linien charakterisiert) stammen. 

 

Aus den Übersichtsspektren kann die Elementzusammensetzung einer Probe ermittelt 

werden (Abbildung 12). Aus der Reihenfolge der Photoemissionslinien kann der 

Schalenaufbau der Atome beschrieben werden. Da der Aufbau der Elektronenhülle für jedes 

Element charakteristisch ist, können die Signallagen chemischen Elementen zugeordnet 

werden. Der spektrale Untergrund eines XP-Spektrums hat eine stufenförmige Struktur. Die 

Intensität des Untergrundes nimmt nach einem Signal zu höheren Bindungsenergien hin 

abrupt zu und im Verlauf des Spektrums wieder langsam ab. Grund hierfür ist die inelastische 
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Streuung der Elektronen, die aus der Photo- bzw. Auger-Emission stammen. Ein Teil der 

Elektronen aus diskreten Niveaus wird auf dem Weg durch die feste Probe abgebremst und 

erreicht den Detektor mit geringerer kinetischer Energie. 

 

Abbildung 12: Übersichtsspektrum einer Siliziumnitrid-Oberfläche (80 nm Si3N4 auf Silizium). 

 

Aus den erhaltenen Photoelektronenpeaks können Informationen über die 

Elementzusammensetzung der Probe in Atomprozent (at.%) oder die 

Elementatomzahlverhältnisse gewonnen werden. Hierbei entspricht die Intensität der Fläche 

unterhalb der Emissionspeaks: 

 

𝐼𝑖𝑗 = 𝐾 ∙ 𝑇(𝐾𝐸) ∙ 𝐿𝑖𝑗(𝛾) ∙ 𝜎𝑖𝑗 ∫ ∫𝑛𝑖(𝑧) ∙ 𝑒𝑥𝑝 (
−𝑧

𝜆(𝐾𝐸) cos𝜃
)𝑑𝑧

∞

0
  2-7 

𝐼𝑖𝑗 = Peakfläche j des Elementes i 

𝐾 = Geräteparamter, der den Photonenfluss, die bestrahlte Fläche und den 

Akzeptorwinkel des Analysators enthält 

𝑇(𝐾𝐸) = Transmissionsfunktion des Analysators 

𝐿𝑖𝑗(𝛾) = Winkelasymmetriefaktor für das Orbital j des Elementes i 
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𝜎𝑖𝑗 = Wechselwirkungsquerschnitt der Photoionisation für das Rumpforbital j des 

Elementes i 

𝑛𝑖(𝑧) = Konzentration des Elementes i bei dem Abstand z unterhalb der Oberfläche 

𝜆(𝐾𝐸) = mittlere freie Weglänge der Photoelektronen 

𝜃 = Emissionswinkel des Photoelektrons in Bezug auf Oberflächennormale 

 

Gleichung 2-7 gilt unter der Annahme einer amorphen und isotropen Oberfläche, da es bei 

kristallinen Proben zu Abweichungen aufgrund von Beugungen der Photoelektronen am 

Kristallgitter und dadurch bedingten Interferenzen kommen kann. Die Konzentration ni kann 

unter der Annahme, dass die Elemente bis zu einer Tiefe z>3𝜆 homogen verteilt sind, wie folgt 

bestimmt werden: 

 

𝐼𝑖𝑗 = 𝐾 ∙ 𝑇(𝐾𝐸) ∙ 𝐿𝑖𝑗(𝛾) ∙ 𝜎𝑖𝑗 ∙ 𝑛𝑖 ∙ 𝜆(𝐾𝐸) cos 𝜃   2-8 

 

Da alle Parameter bekannt sind, kann nun die Konzentration ni bestimmt werden. Daraus kann 

wiederum die atomare Zusammensetzung der Probe berechnet werden: 

 

% 𝑛𝑖 = (
𝑛𝑖

∑𝑛𝑖
) ∙ 100     2-9 
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2.3. Röntgen-Nahkanten-Absorptions-Spektroskopie (NEXAFS)  

Mit der kantennahen Röntgenabsorptionsfeinstruktur Spektroskopie (NEXAFS, engl. Near 

Edge X-ray Absorption Fine Structure) erfolgt die Charakterisierung gesättigter und 

ungesättigter Bindungen. Es können Informationen über die Orientierung der immobilisierten 

Moleküle sowie über die elektronischen Strukturen erhalten werden. Die Untersuchung von 

Oberflächen mittels NEXAFS ist auf die Verwendung von Synchrotronstrahlung angewiesen.  

Bei der Absorptionsspektroskopie kann zwischen der kantennahen (NEXAFS oder XANES) und 

kantenfernen (EXAFS) Absorptionsfeinstruktur unterschieden werden (Abbildung 13). Die 

kantennahe Region befindet sich bis etwa 50 eV oberhalb der Absorptionskante. Die 

kantenferne Region schließt sich direkt an die NEXAFS-Region an.  

 

Abbildung 13: Schematische Darstellung der NEXAFS- und EXAFS-Regionen.[76]  

 

Während mit EXAFS die Art, Anzahl und die Entfernung von Nachbaratomen eines chemischen 

Elementes in Molekülen bestimmt werden kann, werden mit NEXAFS Informationen über 

unbesetzte Elektronenzustände sowie die Häufigkeit und räumliche Lage der Atome und 

Moleküle auf der Oberfläche erhalten. Aus den NEXAFS-Spektren werden qualitative 

Informationen über die elektronische Struktur und die chemische Umgebung der einzelnen 

Atomzentren der Proben erhalten. Beim Annähern an die Absorptionskante werden zunächst 
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Elektronen aus Rumpfniveau in unbesetzte, antibindende Molekülorbitale und 

Rydbergorbitale (𝜋∗, 𝜎∗, 𝑅) angeregt (Abbildung 14). Erreicht die Strahlung die Energie, die mit 

der Bindungsenergie der Rumpfelektronen übereinstimmt (Ionisationspotential, IP), steigt das 

Messsignal sprunghaft an (Absorptionskante). Die Höhe des Kantensprungs gibt das Maß der 

Intensitätsabschwächung (Absorption) des einfallenden Röntgenlichtes an. Die Absorption 

wird durch das Lambert-Beer’sche Gesetz beschrieben: 

 

𝐼 = 𝐼0 ∙ exp (−𝑑 ∙ 𝛼)     2-10 

 

Wobei d die Weglänge, die das Licht durch ein homogenes Medium zurücklegt, und α der 

Absorptionskoeffizient ist. 

 

Abbildung 14: Schematische Darstellung des Potentials (unten) und des dazugehörigen NEXAFS K-Kanten 
Spektrums (oben) eines zweiatomigen Moleküls.[77]  
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Der energetisch ungünstige Lochzustand kann im Folgenden durch Emission eines 

Fluoreszenzphotons oder durch Emission von Augerelektronen relaxieren. Diese Emissionen 

werden im praktischen Absorptionsexperiment detektiert. Die in Festkörpern generierten 

Augerelektronen können von benachbarten Atomen inelastisch gestreut werden und an 

weiteren Atomen können wiederum Elektronen rückgestreut werden, wodurch eine 

Elektronenkaskade entsteht.[77] Die entstehenden Lochzustände in den Atomrümpfen 

korrespondieren mit dem Absorptionskoeffizienten. Die bei der Photo- und Augeremission 

sowie bei der Fluoreszenz freiwerdenden Elektronen bzw. Photonen sind ein Maß für die 

Anzahl der Lochzustände in den kernnnahen Orbitalen und somit für den 

Absorptionskoeffizienten. Im Experiment werden Elektronen (EY, electron yield) und auch die 

Fluoreszenzemission (FY, fluorescence yield) detektiert, wobei nur die Detektion von 

Elektronen eine Oberflächenempfindlichkeit aufweist. Der Grund hierfür ist die niedrigere 

kinetische Energie von Elektronen. Die sich hierfür ergebende freie Weglänge in der Materie 

ist für Energien zwischen 250 und 600 eV typischerweise kleiner als 1 nm. Die austretenden 

Elektronen können in zwei verschiedenen Messmoden gemessen werden. Im partiellen EY-

Modus werden sekundäre Elektronen mit einer niedrigen kinetischen Energie diskriminiert, 

was durch eine dem Detektor vorgeschaltete retardierende Bremsspannung erreicht wird. 

Dieser Aufnahmemodus ist besonders oberflächensensitiv und eignet sich für die 

Untersuchung von Adsorbaten und dünnen Schichten auf der Oberfläche, da hierbei ein 

besseres Signal/Rausch-Verhältnis erhalten wird im Vergleich zur Detektion von allen 

austretenden Elektronen mit dem total-electron-yield (TEY) Modus. Weiterhin können die 

elastisch gestreuten Augerelektronen mit dem Auger-electron-yield mode (AEY) 

aufgenommen werden, wobei ein Energieanalysator benötigt wird, der nur Elektronen einer 

bestimmten kinetischen Energie (der des ausgewählten Auger-Überganges) detektiert. 

Zusätzlich zu den Informationen über die elektronischen Strukturen der Proben können mit 

der NEXAFS-Spektroskopie Informationen über die Orientierung der adsorbierten Moleküle 

erhalten werden. Dafür macht man sich die anisotrope Absorption der linear polarisierten 

Synchrotronstrahlung, den sogenannten linearen Dichroismus, zu nutze. Hierbei werden 

NEXAFS-Spektren bei mindestens zwei unterschiedlichen Winkeln aufgenommen. Es besteht 

eine Abhängigkeit zwischen dem elektrischen Feldvektor �⃑�  der Synchrotronstrahlung und 

dem Übergangsdipolmoment der antibindenden Orbitale 𝑇𝐷𝑀⃑⃑ ⃑⃑ ⃑⃑  , wobei das 
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Übergangsdipolmoment die Umverteilung der Ladung nach dem Elektronenübergang 

beschreibt. Hierbei ist zu beachten, dass die Übergangswahrscheinlichkeit Pif kernnahe 

Elektronen in unbesetzte Molekülorbitale anzuregen sowohl vom Anfangszustand i als auch 

vom Endzustand abhängig ist. 

 

𝐼 ∝ 𝑃𝑖𝑓 ∝ |⟨𝑓|𝐸 ∙ 𝑇𝐷𝑀⃑⃑⃑⃑⃑⃑ ⃑⃑ ⃑⃑ |𝑖⟩|
2
     2-11 

 

Im Allgemeinen sind Molekülorbitale und somit auch die chemischen Bindungen definiert im 

Raum orientiert (Abbildung 15 a). Vereinfacht stehen die π*- und σ*-Orbitale senkrecht 

zueinander und werden durch Vektoren bzw. Flächen beschrieben. Abbildung 15 b zeigt die 

schematische Darstellung der Winkelabhängigkeit der NEXAFS C K-Kante eines aromatischen 

Systems. Für dieses Beispiel gilt, dass bei paralleler Ausrichtung des elektrischen Feldvektors 

�⃑�  zum Übergangsdipolmoment 𝑇𝐷𝑀⃑⃑⃑⃑⃑⃑ ⃑⃑ ⃑⃑  der antibindenden Orbitale der Moleküle die Intensität 

ihr Maximum erreicht. Wird im Experiment der Einstrahlwinkel 𝛾 der Synchrotronstrahlung 

variiert, lassen sich Aussagen über die räumliche Orientierung der Moleküle auf der 

Oberfläche treffen. So nimmt die Intensität der 𝜋∗-Resonanz mit zunehmendem 

Einstrahlwinkel ab, da das Übergangsdipolmoment zunehmend senkrecht zum elektrischen 

Feldvektor steht. Dagegen verstärkt sich die 𝜎∗-Resonanz durch zunehmend parallel stehende 

Vektoren. Weiterhin gilt, dass die Intensität der Resonanz von der 

Übergangswahrscheinlichkeit und der Überlappung der linearpolarisierten 

Synchrotronstrahlung mit dem Übergangsdipolmoment 𝑇𝐷𝑀⃑⃑⃑⃑⃑⃑ ⃑⃑ ⃑⃑  der Orbitale abhängt.[78] 
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Abbildung 15: Schematische Darstellung der Orientierung der π*- und σ*-Orbitale im Raum (a).[78] Schematische 
Darstellung der Winkelabhängigkeit von NEXAFS gezeigt an der C K-Kante des immobilisierten Benzols (b). Die 
maximale 𝜋∗-Resonanz wird erreicht, wenn das Übergangsdipolmoment (TDM) parallel zum elektrischen 
Feldvektor (E) steht (links), die maximale 𝜎∗-Resonanz, bei senkrecht zueinander stehenden 
Übergangsdipolmoment und elektrischen Feldvektor, ist rechts dargestellt.[79] 
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2.4. Flugzeitsekundärionenmassenspektrometrie (ToF-SIMS) 

ToF-SIMS ist eine sehr sensitive analytische Methode zur Untersuchung von Oberflächen mit 

der elementare und molekulare Informationen über die zu untersuchenden Oberflächen, 

dünnen Schichten oder Grenzflächen von Proben erhalten werden. 

Die Probe wird mit Primärionen mit einer Energie von 0.2 – 25 keV bombardiert.[80] Dabei wird 

die Energie auf die Atome durch Kollisionen übertragen, was schließlich zu einer Stoßkaskade 

zwischen den Atomen führt. Ein Teil der Energie wird zurück zur Oberfläche transportiert, was 

in der Emission von Atomen und Atomclustern, von denen einige ionisiert sind, resultiert 

(Abbildung 16). Es entstehen sowohl neutrale als auch positiv und negativ geladene Teilchen.  

 

 

Abbildung 16: Schematische Darstellung des Prinzips der Sekundärionenmassenspektrometrie (SIMS). Durch den 
Beschuss der Probe mit Primärionen kommt es zu Kollisionen und schließlich Stoßkaskaden, wodurch 
Sekundärionen emittiert werden. Die Sekundärionen können im Anschluss nach ihrer Masse diskriminiert und 
detektiert werden. 

 

Die freigesetzten Sekundärpartikel werden von einem elektrischen Feld, das am Extraktor 

angelegt ist, eingefangen. Durch ein angelegtes Potential werden die Sekundärpartikel auf 

eine bestimmte kinetische Energie beschleunigt und legen anschließend eine Strecke mit 

definierter Länge z zurück.[80] Dabei werden die Partikel nach ihrer Masse m bzw. ihrem m/z-

Verhältnis durch einen Massenanalysator, wie zum Beispiel ein Quadrupol-Massenanalysator, 

ein Sektorfeld, oder ein Flugzeitmassenanalysator (time-of-flight, ToF) aufgetrennt, da sich 
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leichte Partikel schneller als schwerere bewegen und den Detektor schneller erreichen. Es gilt 

folgender Zusammenhang: 

𝑡 = √
𝑚

2𝑧𝑉
     2-12 

 

Der Driftweg der Sekundärionen wird durch einen Ionenspiegel verdoppelt und damit die 

Massenauflösung vergrößert. Am Ende des Driftweges werden die Sekundärionen vom 

Detektor registriert. Heute kommen meistens Multichannelplate-Detektoren zum Einsatz 

(Abbildung 17). Die Oberflächensensitivität dieser Methode wird dahingehend abgeschätzt, 

dass nur Sekundärpartikel, die zu 95 % aus den zwei obersten Schichten des Festkörpers 

stammen, erfasst werden.[81] 

Bei der statischen SIMS wird die Probe mit einem sehr niedrigen Primärionenfluss beschossen. 

Bei einer Ionendosis <1013 Ionen/cm2 wird statistisch gesehen keine Stelle auf der Oberfläche 

durch die Primärionen mehrmals getroffen, was dazu führt, dass das Massenspektrum nur 

Informationen über die unbeschädigte Oberfläche enthält. Bei dem Beschuss der Oberfläche 

mit einem hohen Primärionenfluss wird die oberste Atomlage kontinuierlich abgetragen und 

daraus werden elementspezifisch Tiefenverteilungsinformationen (SIMS-Tiefenprofil) 

erhalten.[82] Bei der Aufnahme eines ToF-SIMS-Tiefenprofils wird eine definierte Fläche auf der 

zu analysierenden Oberfläche mit einem fokussierten Ionenstrahl abgerastert und ein Krater 

zu erzeugt. Bei dem Abtragen des Oberflächenmaterials werden Sekundärionen erzeugt, die 

im Massenanalysator gesammelt und analysiert werden. Auf diese Weise kann die 

Zusammensetzung einzelner Schichten in einem Material untersucht werden. Bei einem 

Tiefenprofil wird die Intensität bestimmter Sekundärionen gegen die Sputterzeit aufgetragen. 

Ist der Materialabtrag, der in einer bestimmten Zeit stattfindet (Sputterrate), bekannt, kann 

aus der Sputterzeit die Messtiefe berechnet werden. Aus solch einem Tiefenprofil werden 

Informationen über den Konzentrationsverlauf der selektierten Elemente in der Tiefe der 

Probe erhalten.[82] 
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Abbildung 17: Schematische Darstellung des ToF-SIMS-Experimentes. Die Primärpartikel werden mit einer 
Ionenkanone erzeugt und nach dem Passieren des Pulsgebers fokussiert auf die Probe geleitet. Die emittierten 
Sekundärpartikel werden von einem Extraktor eingefangen, beschleunigt und anschließend von einem 
Ionenspiegel umgelenkt und vom Detektor registriert. Bild von der Website der ION-TOF GmbH entnommen.[81] 



Ergebnisse und Diskussion | Überblick 
 

35 
 

3. Ergebnisse und Diskussion  

3.1. Überblick 

In den folgenden Kapiteln werden die Ergebnisse der entwickelten 

Funktionalisierungsstrategie diskutiert. Die Grundlage hierfür bilden dünne 

Siliziumnitridfilme, welche durch Erzeugung von Oberflächenaminen und gefolgt von der 

Überführung in Azidgruppen selektiv mittels der Click-Chemie modifiziert werden sollen. Die 

Kupfer-katalysierte Azid-Alkin-Cycloaddition (CuAAC) diente in dieser Arbeit als Alternative zur 

Silanchemie. Zunächst erfolgte die Modellentwicklung mit Fluor-substituierten Alkinen, 

gefolgt von der Erzeugung eines Biotin/Streptavidin-Biofilms als Modellsystem. Nach 

Entwicklung des Verfahrens für die selektive Modifizierung von Siliziumnitrid wurde in 

weiteren Experimenten die Nukleaseaktivität von immobilisierten Kupfer(II)phenanthrolin-

Komplexen gegenüber Plasmid-DNA pBR322 untersucht. 

 

Abbildung 18: Überblick der Entwicklung einer Funktionalisierungsstrategie für Siliziumnitridfilme. 
Oberflächenamine dienen als Grundlage zur Erzeugung Azid-terminierter SI3N4-Oberflächen, wodurch sich die 
Modifizierung der Oberfläche durch die vielfältige Click-Chemie eröffnet.  

Siliziumnitrid

NHx-terminierte 
Si3N4-Oberfläche

N3-terminierte Si3N4-
Oberfläche

Modellfilm
realer

Biofilm
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3.2. Amino-terminierte Siliziumnitrid-Oberflächen (Si-NHx) 

3.2.1. Stand der Forschung 

Aminogruppen sind wichtige funktionelle Gruppen und bilden aufgrund ihrer Reaktivität die 

Grundlage vieler Reaktionen[83-85] in der organischen und anorganischen Synthese. In der 

Festphasenpeptidsynthese wird beispielsweise zunächst die Aminosäure über die 

Carboxylgruppe an ein Harz gebunden, während die Aminogruppe mittels einer Fmoc-Gruppe 

geschützt wird. Im nächsten Schritt wird die entschützte Aminosäure für die Kopplung der 

nächsten Aminosäure eingesetzt. In der Sandmeyer-Reaktion werden aromatische Amine 

nach Diazotierung durch Nukleophile, meist Halogene, ersetzt, was zum Beispiel Anwendung 

bei der Synthese von 4-Brom-2-nitrotoluol im Rahmen der Totalsynthese des Farbstoffs 

Purpur findet.[86] 

Auch in der Oberflächenchemie haben Aminogruppen breite Anwendungsoptionen. Hier ist 

eine häufig verwendete Methode zur Einbringung von Aminofunktionalitäten die Silanisierung 

von OH-terminierten Silizium-Oberflächen mit Aminosilanen, wie zum Beispiel 3-

Aminopropyltriethoxysilan (APTES) oder 3-Aminopropyltrimethoxysilan (APTMS).[50] Dadurch 

eröffnen sich neue Herstellungswege für die Entwicklung von Biosensoren und 

biomimetischer Oberflächen. Ein Problem der Silanisierung der Oberflächen und der 

Reaktivität der Aminogruppen besteht in möglichen Nebenreaktionen[87] und 

Oxidationsprozessen, wodurch eine zuverlässig reproduzierbare Herstellung von 

biosensorischen Plattformen schwierig ist. In den letzten 20 Jahren gab es einige Gruppen, die 

eine direkte Oberflächenmodifikation von Siliziumnitrid vorschlugen.[29, 39, 57, 63] Die Erzeugung 

von Oberflächenaminogruppen wird dabei nur selten beschrieben. Eine Möglichkeit Si-NHx-

Gruppen zu erzeugen, besteht in der Ätzung der Si3N4-Oberfläche mit Flusssäure (HF) bzw. 

gepufferter Flusssäure (BHF).[88-89] 

Eine weitere Option, Aminogruppen auf Si3N4 unter Vermeidung der Silanchemie einzuführen, 

ist die Ausnutzung eines Plasmas. Einige Studien zeigten erfolgreich die Herstellung von 

Aminen durch die Ausnutzung eines wasserbasierten Sauerstoffplasmas. Habraken und Kuiper 

beschrieben die Bildung von Si-NH Bindungen durch die Oxidation von Siliziumnitrid in 

Anwesenheit von Wasserstoff. Hierbei handelt es sich um ein Intermediat, das bei der 

Oxidierung gebildet wird.[90] Stine et al. stellten eine plasma-basierte 
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Funktionalisierungsstrategie für Siliziumnitrid-Oberflächen vor, in der primäre 

Oberflächenamine mit Glutaraldehyd funktionalisiert wurden. Anschließend wurde die 

kovalente Bindung von Proteinen untersucht.[55] Es gibt aber nur wenige Studien, die eine 

direkte Modifizierung der Oberfläche ohne die Ausnutzung von Linkern, wie Silanen oder 

Glutaraldehyd, beschreiben.[57, 91] Im Gegensatz dazu werden in dieser Arbeit unterschiedliche 

Strategien zur Erzeugung von Aminogruppen auf Si3N4 und deren Anwendungen in einer 

direkten Funktionalisierung erprobt und diskutiert. 

Neben den möglichen Reaktionen von Aminen ist die Charakterisierung der funktionalisierten 

Oberflächen mit XPS ein wichtiger Bestandteil dieser Arbeit. Die in dieser Arbeit die Grundlage 

für alle folgenden Reaktionen bildenden Oberflächenamine (NHx) wurden mit gepufferter 

Flusssäure (BHF) erzeugt. Da Aminogruppen auf Si3N4 mittels XPS schwer zu charakterisieren 

sind, werden zum besseren Nachweis die Amine mit einem mit XPS-Marker, 

4-(Trifluormethylbenzaldehyd) (TFBA), derivatisiert. Bei der sogenannten chemischen 

Derivatisierungs-XPS (CD-XPS) wird der Effekt ausgenutzt, dass chemische Verschiebungen 

aufgrund von Elektronegativitätsdifferenzen bei der Funktionalisierung auftreten. Aufgrund 

der chemischen Verschiebungen kann so zwischen funktionellen Gruppen bzw. 

Oxidationszuständen der Atome unterschieden werden. Im hochaufgelösten C 1s-XP-

Spektrum kann zum Beispiel die Komponente bei 293.0 eV der CF3-Gruppe zugeordnet 

werden. Hierfür eignen sich besonders fluorsubstituierte Verbindungen, da Fluor aufgrund 

seines Ionisierungsquerschnitts mit XPS mit sehr hoher Empfindlichkeit nachgewiesen werden 

kann. Der C 1s Komponentenpeak der CF3-Gruppe ist somit von den C 1s-Komponentenpeaks 

anderer Gruppen, wie CC, CH, C-O, C=O, C-N, deutlich abgegrenzt und eindeutig 

nachzuweisen. Bei Reaktionen primärer Amine mit TFBA werden Imine gebildet (Abbildung 

19). 

 

Abbildung 19: Derivatisierung einer NHx- terminierten Si3N4-Oberfläche mit TFBA. 
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Die frisch erzeugten Amine (NHx) können nach der chemischen Derivatisierung mit TFBA 

mittels XPS quantifiziert werden. Hierbei wird die Derivatisierungsausbeute nach Gleichung 3-

1 aus der im C 1s-XP-Spektrum ermittelten relativen Peakfläche des CF3-Komponentenpeaks 

(CF3,exp) und der theoretisch möglichen CF3-Konzentration einer quantitativ derivatisierten 

Oberfläche (CF3,stoich.) erhalten. 

 

     𝑋 =
𝐶𝐹3,𝑒𝑥𝑝.

𝐶𝐹3,𝑠𝑡𝑜𝑖𝑐ℎ.
∗ 100%     3-1 

 

CF3,exp. wird aus dem Fit des C 1s-XP-Spektrums und CF3,stoichm.  aus der theoretischen 

Stöchiometrie einer vollständig derivatisierten Oberfläche (das Verhältnis der CF3-Gruppe zur 

Anzahl der C-Atome im Molekül) erhalten.  
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3.2.2. Oberflächencharakterisierung der Siliziumnitrid-Filme 

Die ersten Experimente zur Erzeugung direkt gebundener Monolagen auf Siliziumnitrid 

bestanden in der Entwicklung der optimalen Strategie zur Erzeugung von Aminogruppen aus 

dem Substrat. Entsprechend den in der Literatur gefundenen Protokollen wurden organische 

Verunreinigungen mit Isoproanol im Ultraschallbad entfernt, gefolgt von der Reinigung der 

Oberflächen mit UV/Ozon.[92-93] Die native Oxidschicht und somit die Erzeugung von Si-NHx-

Oberflächen (NHx, x=1-2) erfolgte anschließend durch die Behandlung mit Flusssäure bzw. 

gepufferter Flusssäure. Sundaram et al. beschrieben die Ätzung von Si3N4 mit 

Phosphorsäure.[89] Weiterhin wurden Amine auf Oberflächen durch die Verwendung eines 

Plasmas generiert. Zum einen wurde durch Nutzen von Ammoniak als Plasma Stickstoff auf 

die Oberfläche aufgebracht und dadurch Amine erzeugt. Zum anderen wurde von Habraken 

und Kuiper beschrieben, dass Bindungen zwischen Silizium und Stickstoff im Substrat durch 

ein wasserbasiertes Sauerstoff-Plasmas gebrochen und dadurch Si-NHx- und Si-OH-Bindungen 

generiert werden. Alle Reinigungs- und Ätzschritte wurden detailliert mit XPS und ToF-SIMS 

kontrolliert.  

Bei der Betrachtung der ungereinigten, nativen Oberfläche wurden in der XPS Analyse deutlich 

Kohlenstoff- (10 at.%) und Sauerstoffanteile (18 at.%) beobachtet. Die 

Kohlenstoffkontaminationen konnten mit Isopropanol im Ultraschallbad, gefolgt von einer 

Behandlung mit UV/O3, deutlich reduziert werden (3.6 at.%).[94] Die Reinigungsschritte 

wurden bei unterschiedlichen Expositionszeiten untersucht (Abbildung 20). Während die 

Reinigung mit Isopropanol nur leicht entfernbare Verunreinigungen beseitigte, wurde durch 

die UV/O3-Behandlung eine deutliche Reduzierung der Kohlenstoff-Konzentration erzielt, 

wobei ab der 20-minütigen Behandlung der Oberfläche geringere Kohlenstoff-

Konzentrationen erreicht wurden. 
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Abbildung 20: Entfernung von Kohlenstoffkontaminationen von der Si3N4 Oberfläche durch die Behandlung mit 
Isopropanol bzw. mit Isopropanol gefolgt von einer UV/O3-Behandlung. 

 

Neben der Entfernung der Kohlenstoff-Verunreinigungen musste die native Oxidschicht von 

der Oberfläche entfernt werden, um die Si-NHx-Bindungen erzeugen zu können. Hierzu 

wurden die Si3N4-Oberflächen mit Flusssäure (1 %, 2.5 %), gepufferter Flusssäure bzw. 

Phosphorsäure geätzt (Abbildung 21). Anhand der Reduzierung des Sauerstoffanteils im XP-

Übersichtsspektrum erfolgte die Bewertung des Reinigungserfolges. Es ist deutlich erkennbar, 

dass sich die Sauerkonzentrationschicht bei der Behandlung der Oberfläche mit UV/O3 nicht 

verändert. Nach Sundaram et al. kann Si3N4 mit Phosphorsäure geätzt werden. [89] Dadurch 

konnte jedoch keine Verringerung der Oxidspezies beobachtet werden. Lediglich die 

Behandlung der Oberflächen mit Flusssäure bzw. gepufferter Flusssäure kann die 

Sauerstoffkonzentration deutlich reduzieren, was aus der Literatur bereits bekannt ist.[55, 95]  
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Abbildung 21: Optimierung der Reinigungsmethode zur Entfernung der Sauerstoffschicht von der Si3N4-
Oberfläche. 

 

Die native Oxidschicht wird durch die Behandlung mit Flusssäure fast vollständig entfernt. 

Nach der Reinigung bleiben jedoch immer ca. 3 at.% Sauerstoff auf der Oberfläche. Diese 

Sauerstoffspezies basieren auf Siliziumoxinitriden, die bei der Abscheidung des 

Siliziumnitridfilms in Subschichten gebildet werden. Zusätzlich wurde überprüft, ob sich die 

Ätzrate von Flusssäure mit steigender Konzentration und längerer Reinigungszeit erhöht bzw. 

ob gepufferte Flusssäure die Oxidschicht effektiver entfernt. Tabelle 1 zeigt die 

Sauerstoffkonzentration nach der Reinigung der Oberflächen (1-5 Minuten) mit 1 %iger bzw. 

2.5 %iger Flusssäure und gepufferter Flusssäure (BHF, 40 %ige Ammoniumfluorid-Lösung in 

Wasser gemischt mit konzentrierter Flusssäure (49 %) im Verhältnis 7:1). Während bei der 

Verwendung von Flusssäure, sowohl bei der Erhöhung der Konzentration als auch bei längerer 

Reinigungsdauer, nur geringfügige Unterschiede erkennbar sind, kann durch das Ätzen mit 

BHF die Sauerstoffkonzentration um 1 at.% verringert werden. Des Weiteren sind die 

Ergebnisse besser reproduzierbar im Vergleich zur Reinigung mit HF, was mit der 
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Wirkungsweise der gepufferten Flusssäure erklärt werden kann. Konzentrierte Flusssäure ätzt 

die native Oxidschicht sehr schnell, was die Kontrolle des Prozesses erschwert. Daher wird 

häufig gepufferte Flusssäure eingesetzt. Aufgrund des Ammoniumfluorids bleibt die 

Konzentration der freien Fluorid-Ionen während des Ätzens konstant, was zu einer konstanten 

Ätzrate und somit zur gleichmäßigen und kontrollierten Entfernung der Oxidschicht führt.  

Tabelle 1: Abnahme des Sauerstoffgehalts von Si3N4-Oberflächen, die mit Flusssäure (1 % bzw. 2.5 %) bzw. mit 
gepufferter Flusssäure gereinigt wurden.  

t (min )  Sauerstoffgehalt aus dem O 1s Photoelektronenpeak in at.% 

 
HF 1 % HF 2,5 % BHF (7:1) 

0 18.4 (±0.4 %) 

1 4.2 (±0.2 %) 5.8 (±0.2 %) 3.7 (±0.2 %) 

2 7.2 (±0.2 %) 4.2 (±0.2 %) 3.8 (±0.2 %) 

3 3.1 (±0.2 %) 4.2 (±0.2 %) 3.5 (±0.2 %) 

5 4.0 (±0.2 %) 5.8 (±0.2 %) 3.3 (±0.2 %) 

 

Der optimale Reinigungsprozess der verwendeten Si3N4-Oberflächen (80 nm Siliziumnitridfilm 

auf Silizium) besteht aus einer 10-minütigen Waschprozedur in Isopropanol im Ultraschallbad, 

gefolgt von der Behandlung mit UV/O3 für 20 Minuten und durch Eintauchen in BHF für fünf 

Minuten. Die Reinigung der Oberflächen für die Click-Chemie wurde auf eine Minute mit BHF 

reduziert, da diese Experimente mit nur 40 nm dicken Siliziumnitridfilmen durchgeführt 

wurden, was eine verkürzte Ätzzeit erforderte. 

In Abbildung 22 sind die XP-Übersichtsspektren einer nativen (schwarz), UV/O3 gereinigten 

(rot) und BHF gereinigten (blau) Probe dargestellt. Die dazugehörigen Elementanalysen sind 

in Tabelle 2 aufgelistet. Deutlich erkennbar ist die Reduzierung der Kohlenstoffkontamination 

nach der Reinigung mit UV/O3 (C 1s = 3.6 at.%) sowie die fast vollständige Entfernung der 

Oxidschicht der Oberfläche durch die Behandlung mit BHF (O 1s = 3.3 at.%), wodurch mehr 

Stickstoff (N 1s = 55.3 at.%) für die folgenden Reaktionen zur Verfügung steht. Nach der 

Behandlung der Oberfläche mit BHF bleibt jedoch immer ein Rest von anorganischem Fluor 

(F 1s = 2.8 at.%) auf der Oberfläche zurück. 
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Tabelle 2: XPS Elementzusammensetzung einer nativen, UV/O3-gereinigten und BHF-gereinigten Probe 

Elementzusammensetzung in at.%  

Probe O 1s 

(at.%) 

F 1s 

(at.%) 

C 1s 

(at.%) 

N 1s 

(at.%) 

Si 2p 

(at.%) 

N/Si 

Nativ 18.4 (±0.2 %) 0.2 (±0.2 %) 10.1 (±0.2 %) 39.9 (±0.3 %) 31.4 (±0.2 %) 1.2 

UV/O3 (20 min) 19.5 (±0.2 %) 0.2 (±0.2 %) 3.6 (±0.2 %) 43.3 (±0.2 %) 33.2 (±0.2 %) 1.3 

BHF (5 min) 3.3 (±0.2 %) 2.8 (±0.2 %) 5.6 (±0.2 %) 55.3 (±0.2 %) 35.0 (±0.2 %) 1.6 

 

 

Abbildung 22: Surveyspektren einer nativen (schwarz), UV/O3 gereinigten (rot) und BHF-gereinigten Probe 
(blau). 

 

Die Ergebnisse zeigen, dass mit einer Flusssäurebehandlung keine komplette Entfernung des 

Sauerstoffs aus der Oberfläche erreicht wurde. Dies liegt an der Existenz von 

Siliziumoxinitriden in tieferen Subschichten, welche während des Abscheidungsprozesses 

gebildet werden.[63]  

Die Ergebnisse der ToF-SIMS-Tiefenprofile einer nativen und einer mit BHF-gereinigten Probe 

unterstützen die XPS Ergebnisse. Gezeigt ist der Vergleich der Sekundärionenausbeuten in der 

Tiefe, wobei keine Matrixelemente berücksichtigt wurden (Abbildung 23). Die Tiefenprofile 

sind mit einer Sputterzeit von 300 s dargestellt.  
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Die native Probe weist an der Probenoberfläche eine relativ hohe Sauerstoffkonzentration 

auf, welche in tieferen Schichten geringer ist. Die Ausbeute der Siliziumoxinitrid-

Sekundärionen ist an der Oberfläche höher als in tieferen Schichten. Das weist darauf hin, dass 

sich Siliziumoxinitrid bei der Herstellung vermehrt an der Oberfläche bildet. Auf der nativen 

Oberfläche konnte Fluor in allen Schichten des Substrates nachgewiesen werden, was von der 

Flusssäure Behandlung des Wafersubstrats während der Herstellung stammt. Im ToF-SIMS-

Tiefenprofil einer BHF-gereinigten Probe ist im Vergleich zur nicht gereinigten Probe auf der 

Oberfläche eine deutlich geringere Sauerstoffkonzentration zu finden. Die Konzentration der 

Siliziumoxinitrid-Sekundärionen an der Oberfläche der gereinigten Probe ist ebenfalls geringer 

im Vergleich zur nicht gereinigten Probe. Wie bereits mit XPS ist jedoch auch mit ToF-SIMS zu 

erkennen, dass das Siliziumoxinitrid durch die Reinigung mit gepufferter Flusssäure nicht 

vollständig entfernen werden kann. Der Vergleich beider Tiefenprofile zeigt, dass 

Siliziumoxinitrid herstellungsbedingt in der gesamten Schicht existiert.[63] 

Abbildung 23: ToF-SIMS-Tiefenprofil einer nativen, ungereinigten Probe (links) und BHF-gereinigten Si3N4 Probe 
(rechts). 
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3.2.3. Chemische Derivatisierung für die Röntgenphotoelektronenspektroskopie 

(CD-XPS) 

Wie in Kapitel 3.2.1 bereits beschrieben, sind Aminogruppen auf Siliziumnitrid aufgrund 

des dominanten Nitridpeaks aus dem Substrat mit XPS schwer nachweisbar. Daher erfolgt der 

Nachweis der Si-NHx-Bindungen indirekt nach der Derivatisierung mit TFBA (Abbildung 24). 

Die Trifluormethyl-Gruppe dient als Sonde für die XPS und kann aufgrund ihrer chemischen 

Verschiebung im hochaufgelösten C 1s-XP-Spektrum nachgewiesen werden.  

 

Abbildung 24: Schematische Darstellung der optimalen Reinigungsmethode der verwendeten Si3N4-Oberflächen. 
Nach der Reduzierung von Kohlenstoffkontaminationen mit Isopropanol und UV/O3 folgt die Entfernung der 
nativen Sauerstoffschicht mit BHF. Die erzeugten Aminogruppen wurden nach der Derivatisierung mit TFBA 
mittels CD-XPS quantifiziert. 

 

Zunächst wurde der optimale Prozess zur Bestimmung der erzeugten Aminogruppen auf den 

Si3N4-Filmen ermittelt. Hierzu wurden die frisch geätzten Proben sowohl in der Gasphase als 

auch in Lösung in n-Hexan mit TFBA derivatisiert. Aus dem Vergleich der Derivatisierung in der 

Gasphase und in Lösung folgt eine effektivere Derivatisierungsausbeute in der Gasphase 

(Tabelle 3). Die chemische Derivatisierung in Lösung hat gegenüber der Derivatisierung in der 

Gasphase den Nachteil, dass die Oberfläche im direkten Kontakt mit dem Lösungsmittel und 

dem Reagenz steht. Dadurch kann es neben Kontaminationen auf der Oberfläche auch zu 

einer Wanderung der Oberflächengruppen in Subschichten kommen, wodurch der 

quantitative Nachweis mit oberflächenempfindlichen Methoden wie XPS erschwert wird. [96] 
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Tabelle 3: Hochaufgelöste C 1s- und F 1s-XP-Daten (Labor-XPS) von derivatisierten Oberflächen. Untersucht 
wurde die Derivatisierung in der Gasphase und in der Lösung in Hexan. 

 Komponentenpeakfläche (%) 

 C 1s F 1s 

Derivatisierungsmethode   CC, CH  CN/C-O C=O CF3 F organisch F anorganisch 

Gasphase, 30 min  80.8 13.5 3.4 2.5 27.4 72.6 

Lösung, 2 h (RT)  82.8 14.5 2.0 0.8 6.5 93.5 

Lösung, 3 h (RT)   72.1 22.3 4.8 0.7 7.0 93.0 

Lösung, 3 h (30°C)   62.7 31.8 4.0 1.6 15.3 84.7 

 

Im C 1s-XP-Spektrum einer in der Gasphase derivatisierten Oberfläche 4 konnten vier 

Komponenten identifiziert werden (Abbildung 25 a). Der Peak bei 285.0 eV kann CC- und CH-

Bindungen des aromatischen Ringes des TFBA zugeordnet werden. Der Peak bei 286.2 eV wird 

der CN-Bindung des Imins sowie CO-Bindungen von Verunreinigungen zugeordnet. Der Peak 

bei 288.9 eV wird COOH-Gruppen zugeordnet, die durch Verunreinigungen verursacht 

werden. Die CF3-Gruppe des TFBA tritt bei 293.0 eV auf und war auf der gereinigten 

Oberfläche nicht anwesend (Tabelle 4). Da durch die Reinigungsschritte nicht alle 

Kontaminationen entfernt werden können, sind nach der Reaktion ebenfalls noch 

Verunreinigungen nachzuweisen. Die Derivatisierungsausbeute nach Gleichung 3-1 wurde aus 

der experimentell ermittelten CF3-Komponentenpeakfläche und dem theoretischen Wert 

einer vollständig derivatisierten Oberfläche mit (20 ± 3) % berechnet.  

Im F 1s-XP-Spektrum (Abbildung 25 b) einer mit TFBA derivatisierten Oberfläche kann 

aufgrund der chemischen Verschiebung zwischen der organischen und anorganischen 

Fluorkomponente unterschieden werden. Das F 1s-XP-Spektrum einer gereinigten und 

derivatisierten Probe zeigt einen Peak bei 688.6 eV (CF3), der dem organischen Fluor aus TFBA 

zuzuordnen ist. Das zweite Signal bei 686.7 eV (F-) kann auf die Behandlung der Oberfläche 

mit Flusssäure zurückgeführt werden. [55] 
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Tabelle 4: Hochaufgelöste C 1s-XP-Daten einer BHF geätzten (3) und einer mit TFBA derivatisierten Probe (4). Die 

Spektren wurden mit Labor-XPS bei einer Anregungsenergie von h1486.7 eV und einem Emissionswinkel von 

0° aufgenommen. 

Oberfläche Experimentell ermittelte 

Komponentenpeakfläche (%) 

Theoretisch erwartete  

Peakfläche (%) 

 CC, CH C=N Kontamin. CF3 CC, CH C=N  CF3 

3 84.9 11.8 3.3 - - - - 

4 80.8 13.5 3.4 2.5  75.0 12.5 12.5 

 

 

Abbildung 25: Hochaufgelöste C 1s- und F 1s-XP-Spektren einer TFBA-derivatisierten Siliziumnitrid-Oberfläche 

(4). Die Spektren wurden mit Labor-XPS bei einer Anregungsenergie von h1486.7 eV und einem 

Emissionswinkel von 0° (z95=10 nm) aufgenommen. 

 

In weiteren Experimenten wurden zur Erhöhung der Aminogruppendichte frisch geätzte Si3N4-

Oberflächen einem wasserbasierten Sauerstoffplasmas bzw. Ammoniakplasmas ausgesetzt 

(Abbildung 26).  
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Abbildung 26: Schematische Darstellung der Erzeugung einer höheren Aminogruppendichte auf Si3N4-
Oberflächen durch die Behandlung mit einem wasserbasierten Sauerstoffplasma bzw. Ammonikakplasma. 

 

Die XPS-Analyse der mit einem feuchten Sauerstoffplasma behandelten und nachfolgend 

derivatisierten Oberflächen in Abhängigkeit der Zeit zeigen eine signifikant erhöhte CF3-

Konzentration nach einer Plasmabehandlungszeit von 20 Minuten (Abbildung 27). Habraken 

und Kuiper beschrieben, dass es durch die Anwesenheit einer Wasserstoffquelle zu 

Bindungsbrüchen zwischen Silizium und Stickstoff kommt und dadurch Aminogruppen 

gebildet werden.[90, 97] Stine et al. beschrieben in ihrer Studie die feuchte Oxidation von 

Siliziumnitrid bei einer relativen Feuchte von 70 %.[55] Eine Aussage, ob die beschriebenen 

Bedingungen eingehalten wurden, konnte nicht gemacht werden, da die Messung der relative 

Feuchte bei der verwendeten Plasmaapparatur nicht möglich war. Bei schwankender relativer 

Feuchte in der Plasmakammer steht eine unterschiedliche Menge Wasser zur Verfügung, 

wodurch sich die Anzahl reaktiver Spezies im Plasma und dadurch der Bindungsbruch im 

Siliziumnitrid verändert. Aufgrund der schwer reproduzierbaren Ergebnisse und der nicht 

möglichen Kontrolle der relativen Feuchte in der Plasmakammer wurde die Strategie, 

Aminogruppen durch ein wasserbasiertes Sauerstoffplasma zu erzeugen, nicht weiterverfolgt. 
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Abbildung 27: XPS-Analyse von einer mit einem feuchten Sauerstoffplasma behandelten und mit TFBA 
derivatisierten Oberfläche. Aufgetragen wurde die Intensität die Aminogruppenkonzentration bestimmt aus dem 
CF3-Komponentenpeak im hochaufgelösten C 1s-XP-Spektrum nach Gleichung 3-1 in Abhängigkeit der 
Plasmabehandlungszeit. 

 

Außer dem wasserbasierten Sauerstoffplasma wurden die Si3N4-Oberflächen auch einer 

Behandlung mit einem Ammoniakplasma unterzogen (Abbildung 26). Hierfür wurden die 

frisch gereinigten Oberflächen bei einem Druck von 0.2 mbar und einem Gasfluss von 20 sccm 

NH3-Gas zeitabhängig plasmabehandelt. Die Oberflächen wurden jeweils vor und nach der 

Plasmabehandlung mit XPS untersucht. Hierbei konnten jedoch keine Unterschiede in der 

Elementzusammensetzung der Proben beobachtet werden. Die Untersuchung der 

Oberflächen nach der Derivatisierung mit TFBA ergaben bereits nach einer Behandlungszeit 

von zwei Minuten eine signifikante CF3-Konzentration (Abbildung 28) und somit eine 

substantielle Aminogruppendichte. Es scheint eine Sättigung der Oberfläche mit 

Aminogruppen erreicht zu sein. Bei längeren Behandlungszeiten zeigen sowohl das feuchte 

Sauerstoffplasma als auch das Ammoniakplasma einen deutlichen Abfall der 

Aminogruppenkonzentration, was durch eine stattfindende Konkurrenzreaktion zwischen der 

Funktionalisierung der Oberflächen und dem Sputterabtrag durch die Plasmapartikel erklärt 
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werden kann. Habraken und Kuiper beschrieben hierzu am Beispiel des feuchten 

Sauerstoffplasmas, dass zunächst Aminogruppen erzeugt werden, bei anhaltenender 

Plasmabehandlung jedoch Si-OH, Si-NH und Si-NH2 Gruppen gebildet werden und schließlich 

Ammoniak abgespalten wird.[90, 97] Da beide Plasmabehandlungen weder zuverlässige noch 

reproduzierbare Ergebnisse lieferten, wurde diese Strategie nicht weiter untersucht. 

 

Abbildung 28: XPS-Analyse von einer mit einem NH3-Plasma behandelten und mit TFBA derivatisierten 
Oberfläche. Aufgetragen wurde die Intensität die Aminogruppenkonzentration bestimmt aus dem CF3-
Komponentenpeak im hochaufgelösten C 1s-XP-Spektrum nach Gleichung 3-1 in Abhängigkeit der 
Plasmabehandlungszeit.  

 

Trotz der Behandlung der Si3N4-Oberfläche mit dem feuchten Sauerstoffplasma oder dem 

Ammoniakplasma ist im Vergleich zur Erzeugung der Aminogruppen mit BHF offensichtlich 

eine signifikant höhere Aminogruppenkonzentration erreichbar. Der nötige Aufwand einen 

stabilen Plasmaprozess zu entwickeln, mit dem man reproduzierbare Ergebnisse erhalten 

würde, wäre aber erheblich. Aufgrund der zuverlässigeren Resultate und des einfacheren 

Prozesses wurden in dieser Arbeit nur die durch Flusssäureätzung erzeugten Si-NHx-

Oberflächen benutzt. Die Plasmabehandlung der Oberflächen als alternative Möglichkeit zur 
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Erzeugung einer höheren Aminogruppenkonzentration sollte jedoch in weiteren Arbeiten 

berücksichtigt werden.

 

3.2.4. Zusammenfassung 

In diesem Kapitel wurde die native Siliziumnitridschicht analysiert und anschließend die im 

Rahmen der vorgestellten Experimente beste Methode zur Erzeugung von Si-NHx-Bindungen 

ermittelt. Dafür wurden zunächst unterschiedliche Reinigungsmethoden untersucht. Die 

Bewertung erfolgte anhand der C 1s- und O 1s-Konzentration auf der Oberfläche, bestimmt 

aus den XPS-Übersichtsspektren. Alle Schritte sind in Tabelle 5 zusammengefasst. Die 

optimale Reinigungsmethode für die in dieser Arbeit verwendeten Oberflächen bestand in der 

Entfernung von Kohlenstoff-Kontaminationen mit Isopropanol und UV/O3 gefolgt von einer 

fünf-minütigen Behandlung mit BHF zur Entfernung der nativen Oxidschicht.  

Anschließend wurde mit CD-XPS mit 4-Trifluormethylbenzaldehyd (TFBA) als XPS-Sonde 

überprüft, ob adressierbare Si-NHx-Gruppen erzeugt wurden. Die berechnete Ausbeute der 

erzeugten Aminogruppen für eine mit BHF für fünf Minuten gereinigte Oberfläche war 20 % 

und sollte in weiteren Experimenten mit alternativen Methoden verbessert werden. Durch die 

Verwendung eines Plasmas konnte zwar die Ausbeute der erzeugten Aminogruppen deutlich 

gesteigert werden, jedoch ließen sich die Ergebnisse nur schwer reproduzieren.  

Das XPS Si/N-Atomzahlverhältnis einer nativen unbehandelten Siliziumnitrid-Oberflächen 

betrug 0.8. Nach der Reinigung mit Isopropanol, UV/O3 und H3PO4 änderte sich das Si/N-

Atomverhältnis nicht. Nach der Reinigung mit HF bzw. BHF wurde ein Si/N-Atomverhältnis von 

0.6 bzw. 0.7 berechnet. 
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Tabelle 5: Zusammenfassung der Ergebnisse der unterschiedlichen Reinigungsschritte und Strategien zur 
Aminogruppenbildung an der Si3N4-Oberfläche 

Reinigungsmethode Reinigungszeit 
(min) 

C 
(at.%) 

O 
(at.%) 

Si/N Bemerkung 

Isopropanol 2 x 10 10 18 0.8 Entfernung von 
Kontaminationen 

UV/O3 20 4 20 0.8 Entfernung von C-
Kontaminationen 

BHF 5 6 3 0.6 Erzeugung von NHx 
HF (1 %) 5 9 4 0.6 Erzeugung von NHx 
HF (2.5 %) 5 8 6 0.7 Erzeugung von NHx 
H3PO4 20 11 16 0.8 Erzeugung von NHx 

H2O/O2-Plasma 1-60 3-8 20-30 0.9 Erzeugung von NHx 
NH3-Plasma 1-14 5-20 10-20 0.9 Erzeugung von NHx 
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3.3. Erzeugung einer Azid-terminierten Siliziumnitrid-Oberfläche 

3.3.1. Stand der Forschung 

Azide dienen häufig als Schutzgruppe für Amine und aufgrund ihrer hohen Reaktivität können 

leicht neue Funktionalitäten eingeführt werden. Durch die reaktive Nutzung der Azidgruppe 

eröffnen sich zahlreiche Möglichkeiten wie die Click-Chemie. Bereits Ende des 

19. Jahrhunderts wurde die hochexplosive Stickstoffwasserstoffsäure (HN3) von Curtius 

hergestellt.[98-99] Aufgrund von neuen Anwendungsoptionen in der Synthese von 

Heterocyclen,[100] wie zum Beispiel Triazolen und Tetrazolen, dem Einsatz als Treibmittel und 

als funktionelle Gruppe in Medikamenten gewannen Azide in den 50er und 60er Jahren des 

20. Jahrhunderts vermehrte an Interesse. So spielen Azidonukleoside eine wichtige Rolle in 

der AIDS-Therapie.[101-102] Ein Nachteil bei dem Umgang mit Aziden ist, dass einige bereits bei 

geringer Energiezufuhr durch Schlag, Druck oder bei Temperaturerhöhung unter 

Stickstoffentwicklung zerfallen. Aufgrund ihrer explosiven Eigenschaften finden 

Schwermetallazide daher Anwendung als Initialzünder in der Sprengstofftechnik und 

Natriumazid wird in Airbags[103] verwendet. 

Die vielfältigen Möglichkeiten der Azidchemie resultieren aus den physikochemischen 

Eigenschaften der Azide. Aus den mesomeren Grenzstrukturen der Azidgruppe ist der reaktive 

Charakter zu erkennen. Aromatische Azide werden durch Konjugation mit dem aromatischen 

π-System stabilisiert. Die mesomeren Strukturen c und d, die von Pauling postuliert wurden, 

erklären die hohe 1,3-dipolare Reaktivität von Aziden und deren leichte Zersetzung (Abbildung 

29). Weiterhin kann anhand der Struktur die Regioselektivität von Aziden erklärt werden. Ein 

elektrophiler Angriff erfolgt von dem Stickstoffatom N1 (höhere Elektronendichte), ein 

nucleophiler Angriff dagegen an das Stickstoffatom N3 (geringere Elektronendichte).  

 

Abbildung 29: Mesomere Grenzformeln eines Azids (a-d), Struktur d zeigt den 1,3-dipolaren Charakter der 
Azidgruppe. 
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Oberflächenazide lassen sich auf unterschiedlichen Wegen erzeugen. Die üblichen 

Synthesewege auf Oberflächen sind die Einführung von N3-Gruppen durch die Substitution 

von Halogenen oder Additionsreaktionen. In dieser Arbeit wurden Azidgruppen mit 

Natriumazid in Anwesenheit von 18-Krone-6 als Phasentransferkatalysastor eingeführt. Diese 

Reaktion folgt nach Ma et al. einem SN2-Mechanismus.[104] Hierbei ist jedoch zu beachten, dass 

die Gruppe um Ma et al. die Reaktion an silanisierten Oberflächen durchführte, aufgrund des 

Abstandes zur Oberfläche kann daher ein Rückseitangriff erfolgen. Ein Rückseitangriff an 

Gruppen direkt an der Oberfläche ist jedoch aus sterischen Gründen nicht möglich. Der 

genaue Mechanismus ist nicht bekannt. 

Eine weitere effektive Methode Azidgruppen einzuführen, ist die Diazo-Transfer-Reaktion. 

Hierbei wird eine Diazogruppe (–N2) auf ein Amin transferiert, um anschließend ein Azid zu 

bilden. Eines der am häufigsten genutzten Diazo-Reagenzien ist Triflylazid (TfN3), was 

aufgrund seiner Reaktionsfähigkeit unmittelbar vor der Reaktion aus 

Trifluormethansulfonsäureanhydrid und Natriumazid hergestellt werden muss (Abbildung 

30).  

 

Abbildung 30: Erzeugung von Triflylazid (TfN3) aus Trifluormethansulfonsäureanyhdrid und Natriumazid. 

 

In der Diazo-Transfer-Reaktion werden die Azide dann in Anwesenheit eines Kupfer-

Katalysators in guten Ausbeuten erzeugt. Bereits in den 1970er Jahren wurde die hohe 

Reaktivität von Triflylazid und dessen Vorteile gegenüber anderen Diazo-Transfer-Reagenzien 

wie p-Toluolsulfonylazid von Cavender et al. beschrieben.[105] In den 1990er Jahren fanden 

Azidgruppen Anwendung in der Aminoglykosid-Synthese, veröffentlicht von Greenberg et 

al.,[106] wodurch sich industrielle Anwendungsmöglichkeiten eröffneten (Abbildung 31).  
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Abbildung 31: Ausnutzung der Azidgruppe zur Herstellung von Aminoglykosiden.[106] (Reagenzien: (1) TfN3, Et3N, 
CuSO4, MeOH/H2O/CH2Cl2, (2) Ac2O, Pyridin, (3) NaOMe, MeOH, 58% von Neomycinsulfat, (4) BnBr, NaH, Bu4NI, 
DMF, 80%). Nach einer Abfolge von Reaktionen wird das Aminoglykosid gebildet. 

 

Ein Problem bei der Verwendung von Triflylazid besteht jedoch in der hohen Explosivität. Aus 

diesem Grund und wegen des steigenden Interesses an der Click-Chemie wurden in den 

letzten 20 Jahren zahlreiche neue Diazo-Transfer-Reagenzien entwickelt. Imidazol-1-

sulfonylazid Hydrochlorid galt für lange Zeit als stabil und umgänglich.[107-108] Trotz der 

kinetischen Stabilität der Verbindungen beobachteten Ye et al. während der Herstellung von 

Imidazol-1-sulfonylazid Hydrochlorid Gasbildung vom Hydrochlorid, was in Anwesenheit von 

Natriumazid zur giftigen und explosiven Stickstoffwasserstoffsäure (HN3) reagiert. Weiterhin 

wurde die Bildung explosiver Verbindungen, wie Sulfuryldiazid beobachtet. Einige 

Forschungsgruppen beobachteten bei der Lagerung von Imidazol-1-sulfonyl Hydrochlorid 

aufgrund des hygroskopischen Verhaltens die Bildung eines braunen Öls, was ebenfalls der 

hoch explosiven Stickstoffwasserstoffsäure zuzuordnen war.[109] Aufgrund dieser 

unberechenbaren Eigenschaften von Imidazol-1-sulfonylazid Hydrochlorid wurde in dieser 

Arbeit auf dessen Einsatz verzichtet und ausschließlich Triflylazid, Natriumazid und 

Natriumazid in Anwesenheit von tert-Butylnitrit verwendet.  
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Trotz der vielseitigen Anwendungsmöglichkeiten ist der Mechanismus noch nicht vollständig 

aufgeklärt. Nach der Untersuchung der Diazo-Transfers-Reaktion von Valin mit 15N-

markiertem Imidazol-1-sulfonylazid mit multinuklearer NMR wurde eine hohe 

Wahrscheinlichkeit eines Angriffes auf das terminale Stickstoffatom von Samuelson et al. 

beschrieben (Abbildung 32). [110-111] 

 

Abbildung 32: Reaktionsmechanismus einer Diazo-Transfer-Reaktion mit Triflylazid an die Si-NHx-Oberfläche. Der 
Angriff erfolgt auf das terminale N-Atom der Azidgruppe. 
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3.3.2. Herstellung und Charakterisierung von N3-terminierten Siliziumnitrid-

Oberflächen 

Azidgruppen an der Oberfläche wurden durch die Reaktion frisch hergestellter Aminogruppen 

mit Natriumazid (Prozess A), durch Diazo-Transfer, mit Natriumnitrit in Salzsäure gefolgt von 

Natriumazid (Prozess B), mit Trifluormethansulfonylazid (Prozess C) und mit Natriumazid in 

Anwesenheit von tBuONO (Prozess D) erzeugt (Abbildung 33).  

 

 

Abbildung 33: Erzeugung einer N3-terminierten Oberfläche auf einem mit Aminen ausgestattetem Si3N4 Substrat. 
Dargestellt sind die Azidierung mit Natriumazid (Prozess A), mit Natriumnitrit gefolgt von Natriumazid (Prozess 
B), mit Triflylazid (Prozess C) und mit Natriumazid in Anwesenheit von tBuONO (Prozess D). 

 

Die Proben wurden innerhalb fünf Minuten nach der Reaktion mit XPS analysiert. Chemische 

Informationen werden aus den hochaufgelösten N 1s-XP-Spektren erhalten. Azide haben 

charakteristische Signale bei 401 eV und 404 eV. [47] Eine mit einem Azidosilan beschichtete 

Si3N4-Oberfläche diente als Referenz (Abbildung 34). Hierbei wird das Signal bei 404.5 eV dem 

elektronenarmen Stickstoffatom in der mittleren Position zugeordnet. Das Signal bei 400.3 eV 

beschreibt die beiden äußeren energiereicheren Stickstoffatome (Abbildung 29).[47] 
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Abbildung 34: Hochaufgelöstes N 1s-SR-XP-Spektrum einer Si3N4-Oberfläche mit einem Azidosilanfilm, 
aufgenommen bei einem Emissionswinkel von 0 ° (z95=4.5 nm). Zu sehen sind neben dem Substratnitrid bei 
397.3 eV die charakteristischen Azidsignale bei 400.3 eV und 404.5 eV. 

 

Die Proben zeigten jedoch nach allen Reaktionen (Prozess A, B, C und D, Abbildung 33) keine 

azidtypischen Signale im N 1s-SR-XP-Spektrum wie sie an der Azidosilanfilm-Referenz zu 

finden sind. Azidverbindungen sind instabil, so dass diese bei der Anregung mit 

Röntgenstrahlung zerstört werden können,[47, 112] was den Nachweis erschwert. Weiterhin ist 

es schwierig, das im Vergleich zum dominanten Nitridpeak bei 397 eV schwache Azidsignal zu 

identifizieren, was mit der relativ geringen Dichte an Aminogruppen und daraus gebildeten 

Azidgruppen zusammenhängt.  

Auch bei der sensitiveren und zerstörungsfreien IR-Spektroskopie (ATR und GIR) von Proben, 

die mit BHF gereinigt und mittels Prozess B behandelt wurden, konnten keine Azid-

Schwingungen beobachtet werden. Lediglich bei der mit Natriumazid (Prozess A) behandelten 

Probe konnte eine schwache symmetrische Valenzschwingung bei 𝜈𝑠𝑦𝑚 (𝑁3) = 1380𝑐𝑚
−1  

[113] und eine Valenzschwingung bei 𝜈 (𝑆𝑖𝑁) = 1074 𝑐𝑚−1 [113] im GIR-Spektrum beobachtet 

werden (Abbildung 35), welche einer Azidgruppe zugeordnet werden kann. Die Azid-
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Konzentration befand sich, wie bei der XPS, im Bereich der Nachweisgrenze. Daher wurden 

frisch generierte N3-Oberflächen sofort in einer Kupfer-katalysierten Azid-Alkin-Cycloaddition 

weiterverwendet und anschließend indirekt mit XPS analysiert. 

 

Abbildung 35: GIR-Spektrum einer mit Natirumazid in DMF/H2O (Prozess A) azidierten Si3N4-Oberfläche. 

 

3.3.3. Zusammenfassung 

In diesem Kapitel wurden N3-terminierte Si3N4-Oberflächen durch vier unterschiedliche 

Azidierungsmethoden erzeugt. Aufgrund des schwierigen Nachweises neben dem intensiven 

Nitrid-Signal des Substrats sowie der Instabilität von Azidgruppen konnte keine direkte 

detaillierte Analyse durchgeführt werden. Der Nachweis erfolgte daher indirekt nach der 

Durchführung der Click-Chemie mit XPS und ToF-SIMS. 
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3.4. Kupfer-katalysierte Azid-Alkin-Cycloaddition mit Fluor-substituierten 

Alkinen  

3.4.1. Stand der Forschung 

In der Natur werden Verbindungen häufig durch die Verknüpfung von C-C-Bindungen unter 

Ausnutzung der Carbonylchemie gebildet, wobei spezifisch, katalytisch wirkende Enzyme zum 

Einsatz kommen.[114] Um vollständig ablaufende Reaktionen zu erhalten, muss während der 

Synthese zumeist das Reaktionsgleichgewicht durch Entfernen von Wasser (Prinzip von Le 

Chatelier) verschoben werden. Weitere Möglichkeiten die Reaktionen zu beeinflussen, sind 

parallel ablaufende exotherme Reaktionen oder intramolekulare Ringschlüsse. Die 

eingesetzten Katalysatoren erreichen dabei jedoch nicht die Regioselektivität und Effizienz der 

natürlichen Enzyme. Trotzdem setzt die pharmazeutische Industrie meistens auf 

Carbonylreaktionen, um neue Medikamente zu synthetisieren. Die aufwendigen Synthesen 

benötigen oft viele Jahre, um von der Forschung bis zur Produktionsreife des fertigen 

Medikaments zu gelangen. Dabei treten häufig Probleme bei der Verfahrensentwicklung im 

Produktionsmaßstab auf, die meistens erst spät berücksichtigt werden.[114] 

Kolb et al. beschrieben 2001 eine effektive alternative Synthesestrategie von Naturstoffen, 

die sich am Aufbau von Makromolekülen, wie Polysacchariden, Polypeptiden oder 

Polynucleotiden, orientiert. Die Moleküle werden dabei durch Kohlenstoff-Heteroatom-

Bindungen aus kleinen Einheiten verknüpft und müssen bestimmte Anforderungen erfüllen. 

So müssen die Verbindungen sowohl modular aufzubauen sein als auch große Anwendungen 

finden. Außerdem müssen die Reaktionen unter milden Reaktionsbedingungen, mit leicht 

entfernbaren oder umweltfreundlichen Lösungsmitteln ablaufen und selektiv zu hohen 

Ausbeuten führen.[115] Weiterhin sollen sich die Produkte durch Umkristallisation ohne 

Chromatographie reinigen lassen und unter physiologischen Bedingungen stabil sein.[114] Die 

Click-Reaktionen verfügen alle über eine thermodynamische Triebkraft und führen selektiv zu 

einem Produkt durch Verknüpfung der Kohlenstoff-Heteroatom-Bindung.[116] Nach Sharpless 

ist die 1,3-dipolare Cycloaddition von Aziden und Alkinen nach Huisgen eine der effektivsten 

Methoden neuartige Verbindungen zu synthetisieren. Sie wurde bereits in den 1960er Jahren 

von R. Huisgen entwickelt und bildet die Grundlage der heutigen „Click-Chemie“. Der Begriff 

„Click-Chemie“ wurde jedoch erst 2001 von K. B. Sharpless eingeführt[114, 117] und folgende 

Reaktionen zählen zur Click-Chemie: 
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• Addition an C-C-Mehrfachbindungen (Epoxidierungen und Michael-Additionen) 

• nichtaldolartige Carbonylreaktionen (Bildung von Harnstoffen, Thioharnstoffen, 

aromatischen Heterocyclen, Oximen, Hydrazonen und Amiden) 

• nucleophile Substitutionen (Ringöffnung von Epoxiden, Aziridinen, 

Aziridiniumionen und Episulfoniumionen) 

• Cycloadditionen (1,3-dipolare Cycloadditionen, Diels-Alder-Reaktionen) 

Bei der 1,3-dipolaren Cycloaddition von Aziden und Alkinen werden in einer konzertierten und 

pericyclischen Reaktion zwei π-Elektronen des Alkins und vier Elektronen des Azids 

verschoben (Abbildung 36). Die Edukte müssen jedoch eine energetisch ähnliche Lage der 

höchsten besetzten Orbitale (HOMO) und der niedrigsten unbesetzten Orbitale (LUMO) 

besitzen. Durch die Verwendung einer Vielzahl von Alkinen ist es möglich, zahlreiche neue 

Funktionalitäten einzuführen und dadurch neue Verbindungen zu erzeugen. Nachteile der 1,3-

dipolaren Cycloaddition sind jedoch die meist erhöhten Reaktionstemperaturen und die 

Bildung einer Mischung der 1,4- und 1,5-Regioisomere.[117] 

 

Abbildung 36: Reaktionsmechanismus der 1,3-dipolaren Cycloaddition nach Huisgen. 

 

Das Problem der Regiospezifität lösten Sharpless et al. durch die Zugabe eines Kupfer(I)-

Katalysators, welcher in situ aus Kupfer(II)sulfat in Anwesenheit von Natriumascorbat erzeugt 

wird.[117] Sowohl die Gruppe um Sharpless als auch die Gruppe Meldal beschrieben 

unabhängig voneinander die ausschließliche Bildung des 1,4-disubstituierten 1,2,3-Triazols 

und damit die regiospezifische Reaktion.[116-118] Weiterhin läuft die Kupfer-katalysierte 

Reaktion bei Raumtemperatur und in wässrig, ethanolischen Lösungsmitteln bei neutralen pH-

Werten ab. Durch die Zugabe des Katalysators konnte die Reaktionsgeschwindigkeit um das 

107- bis 108-fache gegenüber der unkatalysierten 1,3-dipolaren Cycloaddition erhöht 

werden.[119] Doch der Mechanismus der CuAAC ist bisher nicht vollständig aufgeklärt. Nach 
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Sharpless et al. koordiniert im ersten Schritt der CuAAC der Kupfer-Katalysator an die 

Dreifachbindung des Alkins unter Bildung eines Kupfer(I)acetylid I (Abbildung 37). Im nächsten 

Schritt kann die Azidgruppe an das Kupfer-Zentrum binden und es entsteht eine aktivierte 

Spezies II. Diese reagiert anschließend zum sechsgliedrigen Kupfer enthaltenen Intermediat 

III, woraus das thermisch und hydrolytisch stabile Triazol mit hoher Regioselektivität und in 

hohen Ausbeuten gebildet wird.[117] Bräse et al beschrieben dagegen eine konzertierte [3+2]-

Cycloaddition (Abbildung 37 B, direkter Weg).[100] 

 

Abbildung 37: Reaktionsmechanismus der Kupfer-katalysierten Azid-Alkin-Cycloaddition an der Oberfläche nach 
Barry K. Sharpless[117] und Stefan Bräse.[100] 

 

Aufgrund der hohen Ausbeuten, der milden Reaktionsbedingungen und der Regiospezifität 

findet die Kupfer-katalysierte Azid-Alkin-Cycloaddition (CuAAC) hohe Anwendungspotentiale 

und erfreut sich großer Beliebtheit.[120-123] Daher wird sie häufig als Synonym für die Click-
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Chemie verwendet. So kommt die CuAAC beispielsweise in der Synthese von Rotaxanen und 

Catenanen,[124-126] zur Synthese von Kohlenhydratderivaten in der Arzneimittelforschung[127-

129] und zur Herstellung von geordneten Blockcopolymeren zum Einsatz.[130] Neben der 

Verwendung der Click-Chemie zur Synthese unterschiedlicher Verbindungen gibt es zahlreiche 

Forschungsgruppen, die die CuAAC nutzten, um gezielt organische Schichten auf Oberflächen 

zu erzeugen.[120, 123, 131-133] So stellte die Gruppe um Schalley Rotaxan-Photoschalter her 

(Abbildung 38), die an einen Azido-SAM auf Goldoberflächen immobilisiert wurden.[134-135]  

 

Abbildung 38: Anbindung von Rotaxanen an die Gold-Oberfläche über die CuAAC.[121] 

 

Chidsey et al. beschrieben die Modifizierung von Elektroden mit Ferrocen durch die Click-

Chemie, um Elektronentransferprozesse an hochgeordneten Goldelektroden-Oberflächen zu 

untersuchen (Abbildung 39).[133]  

 

Abbildung 39: Anbindung von Ferrocen an die Gold-Oberfläche über die CuAAC zur Untersuchung von 
Elektronentransferprozessen.[133] 
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Weiterhin gibt es einige Veröffentlichungen, die die selektive und effiziente Funktionalisierung 

von Oberflächen durch Click-Chemie beschreiben, um Sensoren herzustellen.[40, 136-138] Die für 

die CuAAC benötigten Azidgruppen werden dabei in der Regel durch die Erzeugung von SAMs 

mittels Azidosilanen oder Azidothiolen eingeführt, wobei die bereits diskutierten 

Schwierigkeiten der Silanisierungsreaktion wie die schlechte Reproduzierbarkeit und schlecht 

kontrollierbare Schichtdicke vernachlässigt werden. Die Einführung von Azidgruppen direkt an 

der Oberfläche wurde bisher nur selten beschrieben.[91]  

In dieser Arbeit wird die Kupfer-katalysierte Azid-Alkin-Cycloaddition (CuAAC) verwendet, um 

unter milden Reaktionsbedingungen Alkine direkt an die azid-terminierte Oberfläche eines 

Si3N4/Siliziumwafer-Substrats zu immobilisieren und so die unzuverlässige Silanchemie bei der 

Herstellung von Biosensoren auf Siliziumwafern zu vermeiden. 
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3.4.2. Herstellung und Charakterisierung von organischen Schichten auf 

Siliziumnitrid-Oberflächen 

Einen wesentlichen Schwerpunkt dieser Arbeit stellte die Entwicklung einer neuartigen 

Funktionalisierungsstrategie zur Erzeugung von organischen Monoschichten auf Siliziumnitrid 

dar. Dafür wurden die frisch erzeugten Oberflächenamine durch verschiedene Diazo-Transfer-

Reaktionen (Reaktionen A-D) in Azidgruppen überführt, um diese anschließend der CuAAC, im 

Folgenden Click-Chemie genannt, zugänglich zu machen. Die Methodenentwicklung erfolgte 

mit fluorierten Alkinen, 1-Ethinyl-3,5-bis(trifluormethyl)benzol (Abbildung 40). Da der direkte 

Nachweis der Azidgruppen auf Si3N4 aufgrund der zu geringen Anzahl nicht möglich war, 

erfolgte der Nachweis indirekt nach erfolgter Click-Chemie, da der gebildete fluorsubstituierte 

Triazolringe mit XPS einfach detektierbar ist. Die Analyse der Oberflächen erfolgte mit XPS, 

NEXAFS und ToF-SIMS. 

 

Abbildung 40: Erzeugung von organischen Schichten durch Click-Chemie. Die Click-Chemie wurde jeweils mit 
1-Ethinyl-3,5-bis(trifluormethyl)benzol in Ethanol bzw. tert-Butanol/Wasser durchgeführt. 

 

Die Elementzusammensetzung einer gereinigten Probe 3, einer nach Prozess C azidierten 

Probe 7 sowie eine in Ethanol geclickte Oberfläche nach der Azidierung nach Prozess C 9, 
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Prozess A 10 und Prozess D 11 ist in Tabelle 6 dargestellt. Im Vergleich zu der NHx-terminierten 

3 bzw. N3-terminierten 7 Oberfläche wurde auf den geclickten Oberflächen 9-11 eine deutlich 

höhere Kohlenstoffkonzentration nachgewiesen, was durch die Bindung des Alkins an die 

Oberfläche zu erklären ist. Weiterhin konnte auf den Oberflächen 9 und 10 nach der Click-

Reaktion Fluor nachgewiesen werden, was ebenfalls auf die erfolgreiche Reaktionssequenz 

Aminierung, Azidierung und Click-Reaktion hinweist. Lediglich auf der nach Prozess D 

azidierten und geclickten Oberfläche 11 konnte kein Hinweis auf organisches Fluor und somit 

das immobilisierte Alkin gefunden werden. Die im Vergleich zur gereinigten Oberfläche 

erhöhte Sauerstoffkonzentration auf den geclickten Oberflächen kann auf Oxidationsprozesse 

während der Reaktionen zurückgeführt werden. Zusätzlich wurde das Signal des Si3N4-

Substrats gedämpft, was auf eine erfolgreiche Click-Chemie hinweist. 

Tabelle 6: XPS Elementzusammensetzung und Element-Bindungsenergien (BE) einer gereinigten Si3N4-

Oberfläche (3), einer Azid-terminierten Si3N4-Oberfläche (7) und einer geclickten Oberfläche nach der 

Azidierung nach Prozess C (9), Prozess A (10) und Prozess D (11) gefolgt von der CuAAC in Ethanol. 

Probe Si 2p (at.%) C 1s (at.%) N 1s (at.%) O 1s (at.%) F 1s (at.%) 

3 35.0 (±0.2 %) 2.0*(±0.2 %) 55.3 (±0.3%) 2.7 (±0.2 %) 2.0 # (±0.2 %) 

7 32.8 (±0.2 %) 9.2 (±0.2 %) 44.6 (±0.3 %) 11.9 (±0.2 %) 0.4 # (±0.3 %) 

9 29.0 (±0.2 %) 15.7 (±0.2 %) 39.3 (±0.2 %) 11.5 (±0.2 %) 3.3 a) (±0.2 %) 

10 27.9 (±0.1 %) 16.1 (±0.1 %) 37.1 (±0.2 %) 16.3 (±0.2 %) 0.5 a) (±0.2 %) 

11 23.4 (±0.1%) 23.2 (±0.2 %) 29.9(±0.2 %) 19.9 (±0.2 %) 0.4 # (±0.2 %) 

* Von nicht entfernbaren organischen kohlenstoffhaltigen Kontaminationen, # anorganisches Fluor von der 

Flusssäure-Ätzung, a) organisches Fluor von der CF3-Gruppe des Alkins  

 

Die Azidierung nach Prozess C gefolgt von der Click-Chemie mit 1-Ethinyl-3,5-

bis(trifluormethyl)benzol durchgeführt für 2.5 Tage bei 50 °C in Ethanol wird exemplarisch 

erläutert. Gezeigt werden die C 1s-, F 1s- und N 1s-SR-XP-Spektren (Synchrotron-XP-Spektren) 

nach den Reaktionsschritten. In der C 1s-Region der geclickten Oberfläche 9 sind neben 

CC/CH-Komponenten bei 285.0 eV, welche dem aromatischen Ring und dem gebildeten 

Triazol-Ring zuzuordnen sind, auch Triazol-spezifische CN-Bindungen bei 286.5 eV und der 

CF3-Substituent des Alkins bei 293.3 eV zu finden (Abbildung 41 a). Diese Komponenten treten 

eindeutig erst nach der Reaktionssequenz Azidierung und Click-Reaktion auf. Auf der 

Negativkontrolle konnten ebenfalls keine Hinweise auf das Alkin gefunden werden 

(Spektrenanhang 7.7). Eine Immobilisierungseffizienz der Reaktion von (15±1) % wurde nach 
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Gleichung 3-1 aus der experimentell ermittelten CF3-Peakfläche (2.9 %) und einer vollständig 

derivatisierten Oberfläche (20 %) bestimmt. Auch in der F 1s-Region wurde die CF3-Gruppe bei 

689.8 eV gefunden (Abbildung 41 b). Der nach der Click-Chemie gebildete Triazol-Ring 

(399.9 eV) wurde im N 1s-SR-XP-Spektrum neben dem Nitridpeak (Substrat) (397.9 eV) 

identifiziert. (Abbildung 41 c).  

 

Abbildung 41: Hochaufgelöste C 1s- (a), F 1-s (b) und N 1s- (c) SR-XP-Spektren von nach Prozess C azidierten und 
mit 1-Ethinyl-3,5-bis(trifluormethyl)benzol in Ethanol geclickten Siliziumnitrid-Oberfläche 9 (θ=60°, z95=1.8 nm 

für C 1s (h=385 eV), z95=0.7 nm für F 1s (h=780 eV) und z95=2.3 nm für N 1s (h=500 eV)). 

 

Auch das NEXAFS C K-Kanten- und F K-Kanten-Spektrum bestätigen die Immobilisierung des 

Alkins. Die C K-Kante der geclickten Siliziumnitrid-Oberfläche 9 zeigt eine erhöhte 𝜎𝐶−𝐻
∗

 bzw. 

𝜋𝐶=𝑁
∗ -Resonanz (Abbildung 42 a) und in der F K-Kante tritt eine Resonanz der CF3-Gruppe auf 

(Abbildung 42 b). Durch die Identifikation des auf der Oberfläche gebundenen Alkins konnte 
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ein indirekter Nachweis der gebildeten Azidgruppen und ein direkter Nachweis der 

erfolgreichen Click-Reaktion geführt werden. 

 

Abbildung 42: NEXAFS C K-Kante und F K-Kante einer nach Prozess C azidierten und mit 1-Ethinyl-3,5-
bis(trifluormethyl)benzol in Ethanol geclickten Siliziumnitrid-Oberfläche 9, aufgenommen bei 55°. Die C K-Kante 
zeigt die geclickte Probe im Vergleich zu einer gereinigten Oberfläche 3. In der F K-Kante sind σ*-Resonanzen der 
CF3-Gruppe zu sehen. 

 

Zusätzlich zu den XPS- und NEXAFS-Messungen der azidierten und geclickten Oberflächen 

wurden alle Proben mit statischer ToF-SIMS untersucht. Abbildung 43 zeigt das ToF-SIMS-

Massenspektrum gemessen im positiven Ionenmodus in einem Massenbereich von m/z 0 bis 

242 einer nach Prozess C azidierten und in Ethanol geclickten Oberfläche 9. 

Sekundärionenfragmente, die auf die erfolgreiche Immobilsierung des Alkins an die 

Azidgruppen schließen lassen, wurden bei m/z = 69.99 (CF3
+) und m/z = 213.02 (C8H3F6

+) 

gefunden. Weiterhin wurde das Fragment bei m/z = 68.03 (C2H2N3
+) mit dem gebildeten 

Triazolring in Verbindung gebracht, was auch auf die erfolgreiche Bindung hinweist. Bei dem 

Vergleich der ToF-SIMS-Massenspektren von einer gereinigten Oberfläche 3 und einer 

azidierten Oberfläche 7 sind diese Sekundärionenfragmente nicht zu finden. 

a) b) 
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Abbildung 43: ToF-SIMS-Massenspektrum im positiven Ionenmodus einer nach Prozess C azidierten und in 
Ethanol geclickten Oberfläche 9.  

 

Zur Erzeugung gut reproduzierbarer organische Monoschichten wurden verschiedene Diazo-

Transfer-Reaktionen durchgeführt, die indirekt nach der Click-Reaktion nachgewiesen 

wurden. Die Bewertung der Reaktionen erfolgte mittels der Funktionalisierungsausbeuten, 

die jeweils aus der Peakfläche des CF3-Signals aus dem hochaufgelösten C 1s-SR-XP-Spektrum 

berechnet wurden. 
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Tabelle 7: Hochaufgelöste C 1s- und N 1s-SR-XP-Daten von einer mit BHF gereinigten Oberfläche (3) und mit 1-
Ethinyl-3,5-bis(trifluormethyl)benzol in Ethanol geclickten Oberfläche nach der Azidierung nach Prozess C (9), 

Prozess A (10) und Prozess D (11) (θ=60°, z95=1.8 nm für C 1s (h=385 eV) und z95=2.3 nm für N 1s (h=500 eV)). 

Komponentenpeakfläche (%) 

C 1s N 1s 

Probe CC,CH  C-N/C=N Kont. CF3 

 

Ausbeute  

CF3 (%) 

 Si3N4 

 

C=N N3 (δ-) N3 (δ+) 

3 90.3 8.2 1.6 - -  - - -  

9 77.7 15.5 3.9 2.9 15 (±1 %)  87.8 12.2 - - 

10 76.3 17.9 5.2 0.7 5 (±2 %)  69.9 19.3 7.6 3.3 

11 85.9 10.0 4.1 - -  100 - - - 

 

In Tabelle 7 ist deutlich erkennbar, dass die nach Prozess C azidierte und geclickte Si3N4-

Oberfläche 9, die höchste Ausbeute lieferte im Vergleich zu den anderen 

Azidierungsmethoden. Hier konnte das immobilisierte Alkin eindeutig im hochaufgelösten 

C 1s- und N 1s-SR-XP-Spektrum identifiziert werden. Die Immobilisierungseffizienz war 15 % 

bezogen auf die CF3-Konzentration im C 1s-SR-XP-Spektrum.  

Die Click-Reaktion nach der Azidierung nach Prozess A, Oberfläche 10 konnte ebenfalls 

erfolgreich durchgeführt werden. Bei dieser Reaktion konnte die organische 

Fluorkomponente der CF3-Gruppe sowohl im C 1s- als auch im F 1s-SR-XP-Spektrum 

nachgewiesen werden, jedoch mit einer deutlich geringeren Funktionalisierungsausbeute von 

5 %. Weiterhin wurden im N 1s-SR-XP-Spektrum, neben dem Nitridpeak bei 397.9 eV und der 

Triazolkomponente bei 400.2 eV, zwei weitere Signale bei 401.9 eV und 403.9 eV gefunden. 

Diese werden den Azidgruppen zugeordnet (Abbildung 29). Triazole haben im Gegensatz zu 

Azidgruppen einen verbreiterten Peak, der zu niedrigeren Bindungsenergien von ungefähr 

400 eV verschoben ist. Aus der nicht reagierten Azid-Komponenten im N 1s-SR-XP-Spektrum 

ist zu schließen, dass die Reaktion nach einer Reaktionszeit von 2.5 Tagen noch nicht 

vollständig abgelaufen ist. Sekundärionenfragmente, die auf die erfolgreiche Immobilsierung 

des Alkins an die Azidgruppen schließen lassen, wurden bei dieser Probe ebenfalls 

nachgewiesen. Sekundärionenfragmente bei m/z = 69.99 (CF3
+) und m/z = 213.02 (C8H3F6

+) 

sowie bei m/z = 68.03 (C2H2N3
+) wurden mit dem Substituenten (CF3) und dem gebildeten 

Triazolring in Verbindung gebracht. Die Intensität ist jedoch deutlich geringer im Vergleich zur 

Probe 9 und unspezifische Kohlenwasserstoffe überlagern das Spektrum. Wahrscheinlich 
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wurden vorwiegend Kontaminationen, die durch Oxidationsprozesse hervorgerufen wurden 

nachgewiesen. Das SIMS-Massenspektrum befindet sich im Anhang Kapitel 7.3.  

Im Gegensatz zu den Oberflächen 9 und 10 ließen sich bei der nach Prozess D azidierten und 

anschließend geclickten Oberfläche 11 mit XPS keine Hinweise auf eine erfolgreiche Bindung 

des Alkins an die Oberfläche finden. Im ToF-SIMS-Massenspektrum wiederum waren 

Fragmente bei m/z = 69.99 (CF3
+) und m/z = 213.02 (C8H3F6

+) sowie bei m/z = 68.03 (C2H2N3
+) 

zu finden, die mit dem Substituenten (CF3) und dem gebildeten Triazolring in Verbindung 

gebracht werden. Die Intensität ist jedoch deutlich geringer im Vergleich zur Probe 9 und 

unspezifischen Kohlenwasserstoffe überlagern das Spektrum (Anhang Kapitel 7.5). 

Die gleichen Click-Reaktionen wurden auf BHF gereinigten Si3N4-Oberflächen ohne vorherige 

Azidierungsschritte durchgeführt. Hier konnten keine Hinweise auf immobilisiertes Alkin 

gefunden werden. Diese Kontrolle konnte verifizieren, dass die Anwesenheit von 

Azidgruppen, erzeugt aus Aminen, als Grundlage für die CuAAC auf Si3N4 zwingend 

erforderlich sind. Weiterhin wurden Negativkontrollen ohne die Anwesenheit des Alkins 

durchgeführt. Hier konnten ebenfalls weder im C 1s- noch im F 1s- oder N 1s-SR-XP-Spektrum 

Hinweise auf das Alkin gefunden werden.  

In diesen Untersuchungen wurde zunächst die Bindung von Alkinen direkt an die Azid-

terminierte Si3N4-Oberfläche ohne weitere Linkermoleküle gezeigt. Die Azidgruppen konnten 

indirekt nach erfolgter Click-Reaktion auf den Proben 9 und 10 nachgewiesen werden. Hierbei 

konnte eine deutlich höhere Immobilisierungsausbeute der Click-Reaktion nach der 

Azidierung durch Prozess C erzielt werden. Triflylazid ist in der organischen Synthese ein häufig 

eingesetztes Diazo-Transfer-Reagenz. Nach Cavender et al. wird die hohe Reaktivität von 

Triflylazid durch die stark elektronenziehende Triflylgruppe erklärt. In dieser Studie konnte mit 

TfN3 im Vergleich zu den anderen Azidierungsprozessen (A und B) eine größere Menge Azid 

auf Si3N4 erzeugt werden und somit konnte auch die Immobilisierungsausbeute nach der Click-

Reaktion erhöht werden. 

Bei azidierten Oberflächen nach Prozess D konnten keine Hinweise auf das angebundene Alkin 

und somit keine Hinweise auf adressierbare Azide gefunden werden. Da diese Reaktion jedoch 

nur für eine Stunde bei Raumtemperatur durchgeführt wurde, könnte die Anzahl der reaktiven 

Azidgruppen zu gering sein.  
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3.4.2.1. Lösungsmittelabhängigkeit der Kupfer-katalysierten Azid-Alkin-

Cycloaddition 

Da die geringen Ausbeuten, schlechte Wiederholbarkeit sowie hohen Reaktionstemperaturen 

und langen Reaktionszeiten untypisch für die Click-Chemie sind, wurde die Reaktion in einer 

1:1-Mischung aus tButanol und Wasser nach einem Protokoll von K.B.Sharpless et al.[117] 

erneut durchgeführt. Hierbei wurde die Reaktionszeit auf 24 Stunden verkürzt und die 

Temperatur auf Raumtemperatur reduziert. 

In den C 1s-SR-XP-Spektren, exemplarisch für eine nach Prozess C azidierte und geclickte 

Oberfläche 12 dargestellt, konnten neben CC- und CH-Bindungen des aromatischen Systems 

des Alkins (285.0 eV), CN-Bindungen des nach der Click-Reaktion gebildeten Triazolringes und 

CO-Einfachbindungen (286.7 eV) auch C-Kontaminationen (289.1 eV) und die CF3-Gruppe 

(293.0 eV) nachgewiesen werden (Abbildung 44 a). Das F 1s-SR-XP-Spektrum bestätigte die 

Immobilisierung des Alkins an die Si3N4-Oberfläche durch das Auftreten eines Peaks bei 

689.5 eV hervorgerufen von dem CF3-Substituenten (Abbildung 44 b). 

 

Abbildung 44: Hochaufgelöste C 1s- (a) und F 1s- (b) SR-XP-Spektren einer nach Prozess C azidierten und mit 
1-Ethinyl-3,5-bis(trifluormethyl)benzol in tert-Butanol/Wasser geclickten Siliziumnitrid-Oberfläche 12 (θ=60°, 

z95=1.8 nm für C 1s (h=385 eV) und z95=0.7 nm für F 1s (h=780 eV)). 

 

Außerdem zeigt das NEXAFS C K-Kanten-Spektrum der Oberfläche 12 π*-Resonanzen vom 

aromatischen System des Alkins (285.00 eV) und das F K-Kanten-Spektrum eine σ*-Resonanz 

vom CF3-Substituenten (Abbildung 45). 
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Abbildung 45: NEXAFS C K-Kante und F K-Kante einer nach Prozess C azidierten und mit 1-Ethinyl-3,5-
bis(trifluormethyl)benzol in tButanol/Wasser geclickten Siliziumnitrid-Oberfläche 12, aufgenommen bei 55°. Die 
C K-Kante zeigt die geclickte Probe im Vergleich zu einer gereinigten Oberfläche 3. Die F K-Kante zeigt σ*-
Resonanzen der CF3-Gruppe. 

 

Im ToF-SIMS-Massenspektrum, gemessen im positiven Ionenmodus, wurden auch bei dieser 

Probe 12 Sekundärionenfragmente vom immobilisierten Alkin bei m/z = 69.99 (CF3
+), 

m/z = 49.99(CF2
+) und m/z = 31.00 (CF+) gefunden. Weiterhin wurde das Fragment des CF3-

substituierten Benzolringes C8H3F6
+

 m/z = 213.02 gefunden (Abbildung 46). 
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Abbildung 46: ToF-SIMS-Massenspektrum im positiven Ionenmodus einer nach Prozess C azidierten und mit 1-
Ethinyl-3,5-bis(trifluormethyl)benzol in tBuOH/H2O geclickten Oberfläche 12. Die Sekundärionen vom 
immobilisierten Alkin wurden gezeigt. 

 

In Tabelle 8 sind die experimentell ermittelten Peakflächen der C 1s- und N 1s-SR-XP-Spektren 

der azidierten (Prozesse A, C und D) und geclickten Si3N4 Oberflächen 12-14 im Vergleich zu 

einer unbehandelten Probe 3 dargestellt. Die Immobilisierungseffizienz der Proben 12-14 

wurde jeweils nach Gleichung 3-1 zu (12-22±1) % bestimmt. Im N 1s-SR-XP-Spektrum konnte 

bei den Oberflächen 13-14 das Siliziumnitrid (397.0 eV) von den nach der Click-Reaktion 

gebildeten Triazolringen bei 400.2 eV unterschieden werden. Weiterhin konnte eine sehr gute 

Reproduzierbarkeit aller drei Azidierungsmethoden festgestellt werden. Die ToF-SIMS-

Massenspektren der Proben 13-14 zeigten ebenfalls Fragmente bei m/z = 69.99 (CF3
+) und 

m/z = 213.02 (C8H3F6
+) sowie bei m/z = 68.03 (C2H2N3

+), die mit dem Substituenten (CF3) und 

dem gebildeten Triazolring in Verbindung gebracht werden. Die Spektren befinden sich im 

Anhang Kapitel 7.5 und 7.6. 
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Tabelle 8: Hochaufgelöste C 1s- und N 1s-SR-XP-Daten einer mit BHF gereinigten Oberfläche (3) und mit 1-

Ethinyl-3,5-bis(trifluormethyl)benzol in tert-Butanol/Wasser geclickten Oberfläche nach der Azidierung mit 

Prozess C (12), Prozess A (13) und Prozess D (14) (θ=60°, z95=1.8 nm für C 1s (h=385 eV) und z95=2.3 nm für 

N 1s (h=500 eV)). 

Komponentenpeakfläche (%) 

C 1s N 1s 

Probe CC,CH  C-N/C=N Kont. CF3 Ausbeute 

(%) 

 Si3N4 C=N N3 (δ-) N3 (δ+) 

3 90.3 8.2 1.6 - -  - - -  

12 84.8 10.5 3.8 2.3 12 (±1 %)  95.4 4.6 - - 

13 78.2 15.0 2.4 4.4 22 (±1 %)  93.88 6.1 - - 

14 84.2 10.5 2.8 2.5 14 (±1 %)  96.8 3.3 - - 

 

Der direkte Vergleich der Ergebnisse der Click-Reaktion in Ethanol (Tabelle 7) mit der Click-

Reaktion in einer Mischung aus tert-Butanol und Wasser (Tabelle 8) zeigt eine deutliche 

Steigerung der Immobilisierungseffizienz, trotz der geringeren Reaktionszeit und 

Reaktionstemperatur bei der Oberflächenfunktionalisierung nach Sharpless. In der Literatur 

wurde beschrieben, dass viele Click-Reaktionen in wässrigen Lösungsmitteln besser ablaufen 

als in organischen Lösungsmitteln. Gründe hierfür sind die Erhöhung der Reaktivität durch 

eine schlechtere Solvatation von Wasser, was eine höhere freie Energie der organischen 

Verbindungen bewirkt; eine schnelle Anpassung an veränderte H-Brückenbindungen während 

der Reaktion; einen Selektivitätsgewinn durch die Unterscheidung von harten/weichen 

Nucleophilen/Elektrophilen; große Wärmekapazität und günstiger Siedepunkt sowie kein 

störender Einfluss von Hydroxy- und Aminogruppen von Amiden.[114] 

Es konnte eindeutig gezeigt werden, dass es möglich ist, (Bio)Moleküle direkt an azidierte 

Si3N4-Oberflächen zu binden. Die erfolgreiche Click-Reaktion ist jedoch von der Wahl des 

Lösungsmittels abhängig. So konnten bei der in Ethanol durchgeführten Reaktion nur geringe 

Mengen des immobilisierten Alkins nachgewiesen werden. Bei der Nutzung einer Mischung 

aus tert-Butanol und Wasser konnte die Immobilisierungseffizienz dagegen deutlich gesteigert 

werden. Eine Temperatur- bzw. Zeitabhängigkeit konnte ebenfalls festgestellt werden. 

Obwohl Himo et al.[119] in ihrer Studie die Stabilität der CuAAC über einen breiten Temperatur- 

und pH-Bereich beschreiben, konnten auf Si3N4-Oberflächen bei höheren Temperaturen und 

längeren Reaktionszeiten keine reproduzierbaren Schichten erzeugt werden.  
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3.4.2.2. Temperatur- und Zeitabhängigkeit der Kupfer-katalysierten Azid-

Alkin-Cycloaddition 

Zusätzlich zur Überprüfung der Lösungsmittelabhängigkeit der Click-Reaktion wurde die 

Temperatur- und Zeitabhängigkeit der Immobilisierung des Alkins an die Si3N4-Oberfläche 

untersucht. Hierfür wurde die Click-Reaktion in tert-Butanol/Wasser jeweils für 24, 48 und 72 

Stunden bei Raumtemperatur und 50 °C durchgeführt. Tabelle 9 zeigt die 

Immobilisierungseffizienz der azidierten und bei verschiedenen Temperaturen und 

Reaktionszeiten geclickten Proben. Für alle drei bei Raumtemperatur für 24 Stunden 

durchgeführten Diazo-Transfer-Reaktionen, wurden sehr gute Ergebnisse erhalten. Bereits bei 

längerer Reaktionszeit aber gleichbleibender Temperatur kam es teilweise scheinbar zur 

Ausbildung mehrerer Schichten. Hierbei wurden Immobilisierungsausbeuten von über 100 % 

erreicht. Bei der Erhöhung der Reaktionstemperatur wurde das Alkin scheinbar durch die 

zerstört und stand so nicht mehr für die Reaktion zur Verfügung. 
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Tabelle 9: Temperatur- und Zeitabhängigkeit der Click-Reaktion in tert-Butanol/Wasser. Gezeigt ist die 
Immobilisierungsausbeute bestimmt aus der ermittelten CF3-Konzentration im hochaufgelösten C 1s-SR-XP-
Spektrum (θ=60°, z95=1.8 nm) bezogen auf eine vollständig funktionalisierte Oberfläche. 

  C 1s 

  Prozess A Prozess C Prozess D 

Temperatur 

(°C) 

Zeit 

(h) 

Ausbeute CF3 

(%) 

Ausbeute 

CF3 

(%) 

Ausbeute CF3 

(%) 

Raumtemperatur 24 22 (±1 %) 12 (±1 %) 14 (±1 %) 

Raumtemperatur 48 18(±1 %) 165* (±1 %) 34 (±1 %) 

Raumtemperatur 72 48(±1 %) 79 (±6 %) - 

50 °C 24 6(±1 %) - - 

50 °C 48 4(±1 %) 10 (±24 %) 105* (±1 %) 

50 °C 72 137*(±1 %) 6 (±23 %) - 

*Ausbildung von Multilagen, Immobilisierungsausbeute > 100 % 
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3.4.2.3. Verifizierung der Kupfer-katalysierten Azid-Alkin-Cycloaddition mit 

Propargylchlorid 

Zusätzlich wurde die Click-Chemie mit Propargylchlorid, sowohl in Ethanol als auch in 

tButanol/Wasser, überprüft (Abbildung 47). Hierzu wurden die jeweils mit Prozess C bzw. 

Prozess A azidierten und geclickten Si3N4-Oberflächen mit XPS untersucht.  

 

Abbildung 47: Erzeugung von organischen Schichten durch Click-Chemie durchgeführt mit Propargylchlorid in 
Ethanol bzw. tert-Butanol/Wasser. 

  

Aus der Elementzusammensetzung wurde ebenfalls die Lösungsmittelabhängigkeit sowie der 

Einfluss der Azidierungsmethode deutlich (Tabelle 10). Chlor wurde auf allen Proben 

nachgewiesen. Während die Click-Chemie in tBuOH/H2O nach der Azidierung mit Prozess D 

eine deutlich erhöhte Chlor-Konzentration zeigt verglichen mit der Click-Chemie in Ethanol, 

konnte nach der Azidierung mit Prozess A kein Unterschied festgestellt werden. Weiterhin ist 

die deutlich erhöhte Kohlenstoffkonzentration der mit Prozess C azidierten und in tBuOH/H2O 

geclickten Oberfläche von 42 at.% auffällig. Die aufgenommenen hochaufgelösten Cl 2p-SR-

XP-Spektren der Proben unterstützen die Ergebnisse der Elementzusammensetzung aus den 

XPS-Übersichtsspektren. Die mit Prozess C azidierte und in tBuOH/H2O geclickte Probe zeigte 

dabei die deutlichsten Signale. Hierbei konnte in der Cl 2p-Region deutlich ein Chlor-Dublett 
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identifiziert werden (Abbildung 48). Bei der Click-Reaktion nach der Azidierung durch Prozess 

A konnte hingegen kein Chlor-Dublett gefunden werden und verlief somit schlechter.  

 

Tabelle 10: XPS Elementzusammensetzung von azidierten und mit Propargylchlorid geclickten Si3N4 Oberflächen. 
Gezeigt sind die Azidierungen mit Prozess C (TfN3) jeweils nach der Click-Reaktion in Ethanol (34) bzw, tBuOH/H2O 
(35) und Prozess A (NaN3) jeweils nach der Click-Reaktion in Ethanol (32) bzw, tBuOH/H2O (33). 

Probe Si 2p (at.%) Cl 2p (at.%) C 1s (at.%) N 1s (at.%) O 1s (at.%) Cu 2p (at.%) 

32 30.3 (±0.2 %) 0.5 (±0.2 %) 13.6 (±0.2%) 39.9 (±0.2 %) 15.4 (±0.2 %) 0.5 (±0.2 %) 

33 19.4 (±0.2 %) 1.0 (±0.2 %) 41.8 (±0.2 %) 24.0 (±0.2 %) 13.8 (±0.2%) 0.1 (±0.2 %) 

34 29.1 (±0.1 %) 0.5 (±0.2 %) 14.5 (±0.2 %) 39.0 (±0.2 %) 15.8 (±0.2 %) 1.1 (±0.2 %) 

35 32.1 (±0.2 %) 0.4 (±0.2 %) 9.3 (±0.2 %) 41.3 (±0.2 %) 15.8 (±0.3 %) 0.7 (±0.2 %) 

 

 

Abbildung 48: Hochaufgelöstes Cl 2p-SR-XP-Spektrum einer Si3N4-Oberflächen (35), die nach Prozess C azidiert 

und mit Propargylchlorid in tButanol/Wasser funktionalisiert wurde (θ=0°, z95=1.5 nm für Cl 2p (h=300 eV)). 

 

Die Ergebnisse der Click-Chemie mit Propargylchlorid bestätigen ebenfalls die erfolgreiche 

Immobilisierung der Alkine direkt an die Si3N4-Oberfläche und stützen die Ergebnisse der Click-

Chemie mit dem Fluor-substituierten Alkin. Es wurde deutlich, dass der Diazo-Transfer Prozess 

C eine größere Menge adressierbarer Azidgruppen erzeugt, die für die folgende Click-Chemie 
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genutzt werden als die Azidierung durch Prozess A. Weiterhin konnte auch bei diesen 

Experimenten eine Lösungsmittelabhängigkeit festgestellt werden. 

 

3.4.3. Zusammenfassung 

Es wurde erfolgreich gezeigt, dass eine direkte Immobilisierung an die N3-terminierte Si3N4-

Oberfläche möglich ist und der materialintrinsische Stickstoff für neuartige 

Funktionalisierungsstrategien nutzbar ist. Es wurde zudem festgestellt, dass die Click-Chemie 

in Abhängigkeit vom gewählten Lösungsmittelsystem mit verschiedenen Ausbeuten abläuft 

(Tabelle 11). Während die drei getesteten Azidierungsmethoden nach der Click-Chemie in 

tButanol/Wasser mit Ausbeuten von ca. 15-22 % abliefen, zeigte die Click-Chemie in Ethanol 

nach dem Diazo-Transfer mit TfN3 lediglich reproduzierbare Ausbeuten.  

Tabelle 11: Zusammenfassung der Ergebnisse der Click-Chemie. Gezeigt ist die Ausbeute des immobilisierten 
F-substituierten Alkins nach der Azidierung in den unterschiedlichen Lösungsmitteln. 

Azidierungsmethode Ethanol 

(Ausbeute CF3 %) 

tButanol/Wasser 

(Ausbeute CF3 %) 

Prozess A 5 22 

Prozess C 15 12 

Prozess D - 14 
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3.5. Kupfer-katalysierte Azid-Alkin Cycloaddition mit Biotin und Streptavidin–

Modellsystem 

3.5.1. Stand der Forschung 

Das Biotin/Streptavidin-System diente in dieser Arbeit als Modellsystem zur Entwicklung einer 

neuen Funktionalisierungsstrategie von Si3N4 zur Erzeugung von Biosensoren. 

Streptavidin ist ein tetrameres Protein (Abbildung 49) mit einem Molekulargewicht von 

60 kDa, was aus dem Bakterium Streptomyces avidinii isoliert wird. Streptavidin ist aus vier 

Monomeren aufgebaut, die eine β-Faltblattstruktur aufweisen. Dabei bilden je zwei Protein-

Untereinheiten antiparallel stehende Dimere, die durch Wasserstoffbrücken verknüpft sind. 

Die Dimere wiederum greifen ineinander und bilden die tetramere Struktur des 

Streptavidins.[139] 

 

Abbildung 49: Schematische Darstellung von Streptavidin. Dargestellt ist die tetramere Struktur des 
Streptavidins mit den vier Bindungstaschen inklusive gebundener Biotinmoleküle (PDB 5B5F). 

 

Am jeweils offenen Ende des Streptavidin-Monomers befindet sich die Biotin-Bindungstasche 

mit den Protein-Bindungsschleifen, welche sich nach der Bindung des Biotins über die 

Bindungstasche falten (Abbildung 50).[139] Die Stabilisierung der Tetramere erfolgt 
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anschließend durch die Ausbildung von Wasserstoffbrücken zwischen den Heteroatomen des 

Biotins und den Aminosäureresten des Streptavidins sowie durch starke van-der-Waals-Kräfte 

zwischen den Protein-Untereinheiten.[140-141] 

 

Abbildung 50: Schematische Darstellung der β-Faltblattstruktur von Streptavidin. Die Biotin Bindungstasche 
befindet sich an den offenen Enden der Monomere und wird nach der Bindung durch Oberflächenschlaufen 
(„surface loops“) verschlossen.[142] 

 

Aufgrund der außergewöhnlichen Bindungsaffinität zwischen Biotin und Streptavidin 

(Kd ~ 10-15 M)[143-145] und der sich daraus ergebenden spezifischen Bindung findet das Biotin-

Streptavidin-System häufig Anwendung in der Methodenentwicklung für biologische 

Erkennungsprozesse,[146-147] in Biosensoren[148-149] und bei medizinischen Anwendungen.[150-

151] So gelang es funktionalisierte Nanodrähte für die sensorische Nutzung[152] und neue 

mikrogravimetrische DNA-Sensoren auf Basis von Quarzkristall-Mikrowaagen[153] zu 

entwickeln. Weiterhin lässt sich Biotin gut funktionalisieren, ohne dabei sein 

Bindungsverhalten zu verändern, wodurch eine Vielzahl weiterer Funktionalitäten eingeführt 

werden können. Zum Beispiel lassen sich Proteine und DNA biotinylieren, die anschließend an 

Streptavidin beschichtete Oberflächen gebunden werden. Daher sind sowohl Streptavidin als 

auch sein Homologon Avidin Gegenstand intensiver Forschung.[150, 154-157] Da das Gen von 

Streptavidin vollständig entschlüsselt ist, können Geninformationen in Bakterien eingebaut 

werden und dadurch gezielte Modifikationen an den genetischen Informationen 

vorgenommen werden, um das Protein spezifisch zu verändern. 
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3.5.2. Herstellung und Charakterisierung von Biotin/Streptavidin-Schichten auf 

Siliziumnitird-Oberflächen 

In diesem Teil der Arbeit wurde die Nutzung der Azidgruppe für die direkte Anbindung von 

Biomolekülen untersucht. Nachdem erfolgreich gezeigt wurde, dass kleine Testalkine direkt 

an die Si3N4-Oberfläche gebunden werden können, wurde in diesem Abschnitt ein Biomolekül 

durch die Click-Chemie direkt an die Oberfläche gebunden und mögliche sterische 

Hinderungen untersucht. Hierfür diente das Biotin/Streptavidin-System aufgrund seiner 

hohen Bindungsaffinität (Kd = 10-15 M) als Modellbiosensor.  

Die Grundlage für die Click-Chemie bildeten die bereits optimierten Diazo-Transfer-

Reaktionen. Anschließend wurde Biotin-PEG4-Alkin nach einem Protokoll von Mader et al.[158] 

in MeOH/H2O bzw. Maidenberg et al.[159] in DMF/H2O an die Oberfläche gebunden (Abbildung 

51). Aufgrund der geringen Azidgruppendichte und der damit verbundenen geringen 

Schichtdicke des immobilisierten Biotins ist es schwierig Schwefel in diesem System mit XPS 

zu identifizieren. Daher erfolgte die Charakterisierung erst nach der Interaktion mit 

Streptavidin. 
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Abbildung 51: Erzeugung von Biotin/Streptavidin Schichten durch die Click-Chemie. Dargestellt ist die Click-
Chemie mit Biotin-PEG4-Alkin durchgeführt in Methanol bzw. in DMF/Wasser.  

 

Die Elementzusammensetzung einer gereinigten Probe 3, einer nach Prozess C azidierten 

Probe 5 und von Proben nach der Azidierung nach Prozess C 23, Prozess A 24 und Prozess D 

25 gefolgt von der Click-Chemie mit Biotin-PEG4-Alkin in Methanol und der Interaktion mit 

Streptavidin sind in Tabelle 12 zusammengefasst. Wie erwartet wurde auf den geclickten 

Oberflächen und mit Streptavidin interagierenden Oberflächen 23-25 eine deutlich höhere 

Kohlenstoffkonzentration im Vergleich zu der NHx-terminierten bzw. N3-terminierten 

Oberfläche nachgewiesen, was durch die Bindung des Biotins und der Interaktion mit 

Streptavidin an die Oberfläche zu erklären ist. Auf Oberflächen nach der Azidierung durch 

Prozess A 24 wurde im Vergleich zu den anderen Oberflächen eine deutlich erhöhte 

Kohlenstoffkonzentration nachgewiesen. Die im Vergleich zur gereinigten Oberfläche 3 

erhöhte Sauerstoffkonzentration auf den geclickten Oberflächen 23-25 kann auf 

Oxidationsprozesse während der Reaktionen zurückgeführt werden. Weiterhin deutet die in 
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den XP-Spektren abnehmende Stickstoff- und Siliziumkonzentration auf eine Dämpfung der 

Photoelektronensignale des Si3N4-Substrates durch die neu gebildete organische Deckschicht 

hin. 

Tabelle 12: XPS Elementzusammensetzung einer gereinigten (3), einer nach Prozess C azidierten (5) 
Si3N4-Oberfläche, sowie Oberflächen, die mit Biotin-PEG-4-Alkin in Methanol/Wasser funktionalisiert und mit 
Streptavidin behandelt wurden, je nach Azidierung nach Prozess C (23), Prozess A (24) und Prozess D (25). 

Probe Si 2p (at.%) C 1s (at.%) N 1s (at.%) O 1s (at.%) F 1s (at.%) Cu 2p (at.%) 

3 35.0 (±0.2 %) 2.0*(±0.2 %) 55.3(±0.3 %) 2.7 (±0.2 %) 2.0 (±0.2 %) - 

5 32.8 (±0.2 %) 9.2 (±0.2 %) 44.6 (±0.3 %) 11.9 (±0.2 %) 0.4 # (±0.3 %) 32.8 (±0.2 %) 

23 31.5 (±0.2 %) 14.4 (±0.2 %) 42.6 (±0.2 %) 11.4 (±0.2 %) 0.1 (±0.2 %) 0.1 (±0.2 %) 

24 28.7 (±0.2 %) 21.4 (±0.2 %) 37.8 (±0.2 %) 12.1 (±0.2 %) - - 

25 32.6 (±0.2 %) 12.4 (±0.2 %) 42.6 (±0.2 %) 12.1 (±0.2 %) 0.3 (±0.2 %) - 
# anorganisches Fluor von der Reinigung mit BHF 

 

An dieser Stelle wird die Azidierung nach Prozess C, gefolgt von der Click-Chemie mit Biotin-

PEG4-alkin und der Interaktion mit Streptavidin exemplarisch erläutert. Hierbei wurden 

sowohl im C 1s- als auch im N 1s-SR-XP-Spektrum Amidbindungen nachgewiesen.[160] Die C 1s-

Region zeigt neben CC- und CH-Bindungen bei 285.0 eV auch CN- bzw. CO-Bindungen vom 

Protein bei 286.7 eV und eine Amidkomponente bei 288.2 eV (Abbildung 52 a),[160-161] welche 

auf einer unmodifizierten Oberfläche nicht zu finden sind. Das N 1s-SR-XP-Spektrum der 

Biotin/Streptavidin immobilisierten Oberfläche bestätigt ebenfalls die Biotin/Streptavidin-

Interaktion. Hier treten Amid-Spezies bei 400.3 eV auf und sind deutlich vom Nitrid des 

Substrates zu unterscheiden (Abbildung 52 b).[160]  
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Abbildung 52: Hochaufgelöste C 1s- und N 1s-SR-XP-Spektren von Si3N4-Oberflächen nach der Azidierung mit 
Prozess C und der Funktionalisierung mit Biotin-PEG4-Alkin in MeOH/H2O und Streptavidin (23). Deutlich 

erkennbar sind Amidbindungen bei 288.2 eV (C 1s) bzw. 400.3 eV (N 1s) (θ=60°, z95=1.8 nm für C 1s (h=385 eV) 

und z95=2.3 nm für N 1s (h=500 eV)). 

 

Der Vergleich der C 1s- und N 1s-SR-XPS-Daten der mit Biotin und Streptavidin behandelten 

Si3N4-Oberfläche 23 mit denen der unmodifizierten 3, azidierten 7 und biotinylierten 17 Si3N4-

Oberfläche (Tabelle 13) zeigt die deutlich erhöhte Amid-Komponente begründet durch das auf 

der Oberfläche gebundene Streptavidin. Unspezifische Wechselwirkungen von Streptavidin 

mit der NHx- bzw. N3-terminierten Si3N4-Oberfläche wurden durch Negativkontrollen, ohne 

vorherige Biotinylierung der Oberfläche, ausgeschlossen. Die Spektren befinden sich im 

Anhang Kapitel 7.12-7.15.  
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Tabelle 13: Hochaufgelöste N 1s- und C 1s-SR-XPS-Daten von biotinylierten (17) und mit Streptavidin (23) 
gebundenen Si3N4 Oberflächen nach der Azidierung mit Prozess C im Vergleich zu einer gereinigten NHx-

terminierten (3) und einer N3-terminierten Si3N4 Oberfläche (7) (θ=60°, z95=1.8 nm für C 1s (h=385 eV) und 

z95=2.3 nm für N 1s (h=500 eV)). 

 Komponentenpeakfläche (%) 

 N 1s  C 1s 

Probe NHC=O SiN  CC, CH C=N, C-O C=ONH 

3 - 100  84.1 13.2 2.8 

7 - 100  84.2 13.0 2.8 

17 - 100  88.7 9.4 1.9 

23 54.7 45.3  66.9 20.9 12.3 

 

Zusätzlich beweisen sowohl die NEXAFS C K-Kante als auch die O K-Kante die 

Biotin/Streptavidin-Interaktion (Abbildung 53), wobei die typischen Amid-spezifischen 

Resonanzen bei 288.3 eV (𝜋𝑁−𝐶=𝑂
∗ ) [162] bzw. 532.4 eV (𝜋𝐶=𝑂

∗ ) [163]auftreten. 

 

Abbildung 53: NEXAFS C K-Kante und O K-Kante einer nach Prozess C azidierten und mit Biotin (MeOH/H2O) und 
Streptavidin modifizierten Si3N4-Oberfläche (23) (rote Linie) im Vergleich zu einer unmodifizierten Oberfläche (3) 
(schwarze Linie). Die Differenzspektren wurdem ebenfalls dargestellt (grüne Linie). 

 

Auch das ToF-SIMS-Massenspektrum belegt die Immobilisierung des Biotin/Streptavidin-

Systems an die Si3N4-Oberfläche (Abbildung 54). Es wurden sowohl Aminogruppen- und 

Kohlenwasserstoff-Fragmente des Streptavidins als auch Siliziumnitrid-

Sekundärionenfragmente aus dem Substrat nachgewiesen. Proteinspezifische 
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Sekundärionenfragmente von den Aminosäuren des Strepatavidins wurden bei m/z = 56.05 

(C3H6N+), m/z = 70.07 (C4H8N+), m/z = 130.07 (C9H8N+) sowie bei m/z = 136.07 (C8H10NO+) 

gefunden und stimmen mit in der Literatur veröffentlichen Daten überein.[164-165]  

 

Abbildung 54: ToF-SIMS-Massenspektrum im positiven Ionenmodus einer mit TfN3 azidierten und in Methanol 
geclickten Oberfläche (23).  

 

Detaillierte Tiefeninformationen wurden mit winkel-aufgelöster XPS (AR-XPS) erhalten. Dafür 

wurden die Biotin/Streptavidin-Filme sowohl bei 0 ° als auch bei 60 ° gemessen. Die 

hochaufgelösten SR-XP-Spektren sind exemplarisch für die Azidierung nach Prozess C, gefolgt 

von der Click-Chemie (Oberfläche 23), dargestellt. Auf die Bindung des Streptavidins an das 

Biotin weist das signifikant erhöhte Amid-Signal bei 400 eV im N 1s-SR-XP-Spektrum 

aufgenommen bei einem Winkel von 60 ° (z95=2.3 nm) gegenüber dem bei 0 ° (z95=4.5 nm) 

aufgenommenen Signal hin (Abbildung 55). 
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Abbildung 55: Hochaufgelöste N 1s-SR-XP-Spektren von biotinylierten und Streptavidin interagierenden Si3N4-
Oberflächen (23) nach der Azidierung mit Prozess C (θ=0°, z95=4.5 nm (a); θ=60°, z95=2.3 nm (b) für N 1s 

(h=500 eV)). 

 

Es wurde festgestellt, dass die XPS- und NEXAFS-Analysen von Proben der drei 

Azidierungsmethoden gefolgt von der Biotin/Streptavidin Interaktion quantitativ die gleichen 

Signale zeigen (Tabelle 14). Biotinylierte und mit Streptavidin interagierende Oberflächen 

zeigen ebenfalls sowohl nach der Azidierung nach Prozess A als auch nach der Azidierung nach 

Prozess D Amidbindungen in den C 1s- und N 1s-SR-XP-Spektren.[160-161] Weiterhin konnten, 

wie auch bei der Azidierung nach Prozess C, proteinspezifische Resonanzen in der NEXAFS C 

K-Kante und O K-Kante nachgewiesen werden. Die ToF-SIMS-Massenspektren von Proben 

nach der Azidierung mit Prozess A sowie der Biotin/Streptavidin-Interaktion 24 und nach der 

Azidierung mit Prozess D und der Biotin/Streptavidin-Interaktion 25 zeigen ebenfalls 

proteinspezifische Fragmente der Aminosäuren des Strepatavidins bei m/z = 56.05 (C3H6N+), 

m/z = 70.07 (C4H8N+), m/z = 130.07 (C9H8N+) sowie bei m/z = 136.07 (C8H10NO+), jedoch mit 

einer deutlich geringeren Intensität verglichen mit der mit Prozess C azidierten und 

Biotin/Streptavidin immobilisierten Oberfläche 23. Die Spektren befinden sich im Anhang, 

Kapitel 7.8 und 7.10. Es wird deutlich, dass nach dem Diazo Transfer mit Prozess C eine größere 

Menge des Proteins nachgewiesen wurde, was ebenfalls mit der größeren Menge der zur 

Verfügung stehenden N3-Gruppen zusammenhängt.  
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Tabelle 14: Hochaufgelöste N 1s- und C 1s-SR-XPS-Daten von biotinylierten (MeOH/H2O) und mit Streptavidin 

gebundenen Si3N4-Oberflächen nach der Azidierung mit Prozess C (23), Prozess A (24) und Prozess D (25) (θ=60°, 

z95=1.8 nm für C 1s (h=385 eV) und z95=2.3 nm für N 1s (h=500 eV)).  

 Komponentenpeakfläche (%) 

 N 1s  C 1s 

Azidierungsmethode NHC=O SiN  CC, CH C=N, C-O C=ONH 

23 54.7 45.3  66.9 20.9 12.3 

24 31.4 68.6  68.1 26.6 5.3 

25 29.1 70.9  71.8 18.7 9.5 

 

3.5.2.1. Lösungsmittelabhängigkeit der Kupfer-katalysierte Azid-Alkin-

Cycloaddition 

Auch bei der Entwicklung der Strategie zur Immobilisierung des Modellfilms 

Biotin/Streptavidin wurde die Lösungsmittelabhängigkeit der Click-Chemie untersucht. 

Hierfür wurde die Click-Reaktion mit Biotin-PEG4-Alkin zusätzlich in einer Mischung aus DMF 

und Wasser (2:1) durchgeführt. 

Die Bindung des Biotin/Streptavidin-Systems an die Si3N4-Oberflächen konnte nachgewiesen 

werden. Sowohl die C 1s- und N 1s-SR-XP-Spektren (Abbildung 56 und Tabelle 15) als auch die 

NEXAFS C K-Kante (Abbildung 57) zeigen quantitativ proteinspezifische Signale.[160-161]  

 

Abbildung 56: Hochaufgelöste C 1s- und N 1s-SR-XP-Spektren von Si3N4-Oberflächen nach der Azidierung mit 
Prozess C und der Funktionalisierung mit Biotin-PEG4-Alkin in DMF/H2O und Streptavidin (26) (θ=60°, z95=1.8 nm 

für C 1s (h=385 eV) und z95=2.3 nm für N 1s (h=500 eV)). 
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Abbildung 57: NEXAFS C K-Kante einer nach Prozess C azidierten und mit Biotin (DMF/H2O) und Streptavidin 
modifizierten Si3N4-Oberfläche (26) (rote Linie) im Vergleich zu einer unmodifizierten Oberfläche (schwarze Linie) 
und dem Differenzspektrum (grüne Linie). 

 

Beim Vergleich der Click-Reaktion von Biotin in Methanol/Wasser (Tabelle 14) mit der in 

DMF/Wasser (Tabelle 15) ist jedoch auffällig, dass die Reaktion in DMF deutlich schlechtere 

Ergebnisse lieferte. Wie bei der Click-Chemie bei der Methodenentwicklung in Kapitel 3.4 

konnte bei der Click-Chemie mit Biotin eine Lösungsmittelabhängigkeit festgestellt werden. 

Die Erklärung für dieses Verhalten liefert auch hier die Betrachtung der verwendeten 

Lösungsmittel. Der höhere Wasseranteil bei der Reaktion in Methanol begünstigt den Erfolg 

der Click-Reaktion im Vergleich zur Click-Reaktion in DMF, was von Kolb et al. ausführlich 

beschrieben wurde.[114]  
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Tabelle 15: Hochaufgelöste N 1s- und C 1s-SR-XPS-Daten von biotinylierten (DMF/H2O) und mit Streptavidin 
gebundenen Si3N4 Oberflächen nach der Azidierung mit Prozess C (26), Prozess A (27) und Prozess D (28) (θ=60°, 

z95=1.8 nm für C 1s (h=385 eV) und z95=2.3 nm für N 1s (h=500 eV)). 

 Komponentenpeakfläche (%) 

 N 1s  C 1s 

Azidierungsmethode NHC=O SiN  CC, CH C=N, C-O C=ONH 

26 18.1 81.9  88.4 8.4 3.2 

27 18.1 81.9  84.1 12.9 3.0 

28 20.3 79.7  83.4 11.5 5.2 

 

 

3.5.3. Zusammenfassung 

In diesem Kapitel wurde die Bindung von Biotin/Streptavidin an die N3-Gruppen der 

Oberfläche untersucht. Entgegen der Vermutung, dass eine Immobilisierung des 

Modellsystems Biotin/Streptavidin aus sterischen Gründen nur schlecht direkt an die 

Oberfläche möglich wäre, war die Anbindung erfolgreich, wie mit XPS, NEXAFS und ToF-SIMS 

bestätigt wurde. Auch hier wurde, wie bei der Immobilisierung des Fluor-substituierten Alkins 

eine Lösungsmittelabhängigkeit festgestellt. 
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3.6. Immobilisierung künstlicher Nukleasen zur DNA-Spaltung auf Siliziumnitrid-

Oberflächen 

3.6.1. Stand der Forschung 

In diesem Teil der Arbeit wurde die Immobilisierung eines Kupfer(II)phenanthrolin-Komplexes 

auf eine NHx-terminierte Si3N4-Oberfläche und die durch den immobilisierten Komplex 

induzierte DNA-Spaltung untersucht.  

Die Desoxiribonukleinsäure (DNA) bildet die Grundlage lebender Organismen. Das langkettige 

Biomolekül enthält die Erbinformation in Form von Genen. Die Gene wiederum enthalten 

Informationen für die Ribonukleinsäuren (RNA), die die Informationen für die Synthese von 

Proteinen enthalten, welche für die biologische Entwicklung von Lebewesen und dem 

Zellstoffwechsel essentiell sind. Der Aufbau der DNA besteht aus Desoxinukleotiden, kurz auch 

Nukleotide, welche über Phosphodiesterbindungen verknüpft sind und das Rückgrat der DNA 

bilden (Abbildung 58). Die DNA baut sich aus zwei in entgegengesetzte Richtungen laufende 

Polynukleotidketten auf, die eine Doppelhelix ausbilden. Jeweils in der Mitte der Doppelhelix 

stehen sich zwei „gepaarte“ Basenpaare gegenüber. Die komplementären Purin- und 

Pyrimidinbasen Adenin und Thymin bzw. Cytosin und Guanin sind durch Wasserstoffbrücken 

verknüpft und führen so zur Stabilisierung der DNA. 
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Abbildung 58: Doppelhelix-Struktur der DNA (links), Ausschnitt aus einem DNA-Doppelstrang. Das 
Phosphatrückgrat verläuft parallel zueinander, so dass die komplementären Basenpaare sich gegenüber stehen 
und Wasserstoffbrücken ausbilden (rechts).[166] 

 

Einen größeren Anteil zur Stabilität der DNA tragen jedoch die Stapelwechselwirkungen von 

aufeinanderfolgenden Basen bei. Das negativ geladene Phosphatrückgrat bietet einen 

zusätzlichen Schutz gegenüber nukleophilen Angriffen, wodurch die sehr lange Haltbarkeit 

von mehreren Milliarden Jahren unter physiologischen Bedingungen erklärt wird.[167] Bei der 

Ausbildung der Doppelhelix aus den Einzelsträngen kommt es aufgrund des Winkels zwischen 

den glykosidischen Bindungen der Zuckereinheiten, die mit den Basen verbunden sind, zur 

Ausbildung einer kleinen und einer großen Furche. An diesen Stellen liegen die Basen an der 

Oberfläche und sind somit frei zugänglich für Proteine, die spezifisch an die DNA binden. 

Kommt es zu Änderungen der Sequenzabfolge der Basenpaare hat dies entsprechende 

Auswirkungen auf die Aminosäuresequenz des Proteins und somit auf seine Funktion bzw. in 

einigen Fällen auf die gesamte Zelle. Durch das Auftreten von Mutationen in Driver-Genen, 

z.B. kann es in der betroffenen Zelle zu einem Wachstumsvorteil und der Bildung von Tumoren 

kommen.[168] 

Die Entwicklung von Reagenzien, die gezielt und selektiv DNA und Proteine spalten, hat in den 

letzten Jahren enorm zugenommen. Aufgrund der drastisch gestiegenen Zahl der 
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Krebskranken, wird intensiv an der Herstellung neuer Krebsmedikamente geforscht. Eine 

Schlüsselrolle bei der DNA-Spaltung nehmen natürliche Nukleasen ein. Hierbei handelt es sich 

um Enzyme, die Metallionen enthalten, die die Phosphodiester- und Amidbindungen der DNA 

gezielt spalten können. Heutzutage jedoch kann auch durch die Anwendung von 

Metallkomplexen mit organischen Liganden DNA gezielt und selektiv gespalten werden. 

Hierbei haben sich besonders Kupfer(II)phenanthrolin-, Kupfer(II)cyclen- oder auch 

Cobalt(III)cyclen-Komplexe als effektive DNA-Spalter erwiesen.[169] Der exakte Mechanismus 

des selektiven Zerschneidens ist jedoch noch nicht vollständig bekannt. 

Die DNA-Spaltung wurde bislang überwiegend in Lösung durchgeführt. Mit der Übertragung 

der DNA-Spaltung auf einen festen Träger kann die künstliche Nuklease direkt zur DNA 

gebracht werden, um dort selektiv die fehlerhaften Stellen zu entfernen. Gupta et al. 

beschrieben außerdem eine bessere Spaltaktivität bzw. Flexibilität immobilisierter Nukleasen 

gegenüber Nukleasen in Lösung. Doch trotz des hohen Anwendungspotentials und einiger 

Vorteile der DNA-Spaltung auf der Oberfläche gibt es bislang nur zwei Veröffentlichungen.[170-

171] Zharnikov und Gupta untersuchten die Photonukleaseaktivität von Kupfer(II)polypyridyl-

Nukleasen gegenüber ctDNA in TRIS-Puffer unter UVA-Bestrahlung. Die Nukleasen wurden 

über eine Silanisierungsreaktion an die Silizium-Oberfläche gebunden.[170] Die Arbeitsgruppe 

um Diogenes untersuchte an Kupfer(II)-Clip-Phenanthrolin-Komplexen auf Gold-Oberflächen 

den Mechanismus und den Einfluss von Hydroxylradikalen auf die DNA-Spaltung.[171]  

Die meist planaren organischen Liganden der Metallkomplexe können durch Interkalation in 

die DNA binden (Abbildung 59) und bilden häufig sehr stabile Addukte aus, die zusätzlich durch 

ionische Wechselwirkungen zwischen positiv geladenen Gruppen am Interkalator und dem 

negativ geladenen Phosphatrückgrat stabilisiert werden.  
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Abbildung 59: Schematische Darstellung der Interkalation eines Metallkomplexes in die DNA (links) sowie die 
kovalente Bindung von Cis-Platin an die DNA und die dadurch bedingte Veränderung der DNA-Struktur.[172] 

 

Viele bekannte Interkalatoren sind erfolgreich eingesetzte Chemotherapeutika, wie zum 

Beispiel Daunomycin, Adriamycin oder Amsacrin. Weitere bekannte Interkalatoren sind 

Anthracycline, Polypyridyl-Komplexe oder organische interkalierende Verbindungen, wie 

Naphthalin, Acridinorange oder Phenanthrolin.  

Die DNA kann nach unterschiedlichen Mechanismen gespalten werden. Es wird zwischen der 

hydrolytischen, photochemischen und der oxidativen Spaltung unterschieden. Für die 

oxidative DNA-Spaltung eignen sich besonders Kupfer(II)phenanthrolin-Komplexe, was bereits 

in den 1970er Jahren beobachtet wurde.[173] Es konnte gezeigt werden, dass die Spaltung auf 

der Reduktion des Kupfer(II)-Komplexes zum Kupfer(I)-Komplex in Anwesenheit eines 

Reduktionsmittels zurückzuführen ist.[174] Der Cu(I)-Komplex reagiert anschließend mit 

Sauerstoff zurück zum Cu(II)-Komplex sowie reaktiven Sauerstoffspezies (ROS). Dazu zählen 

unter anderem Hydroxylradikale (𝑂𝐻∙), Superoxidanionenradikale (𝑂2
∙−), Singulettsauerstoff 

( 𝑂2
1 ) und Peroxide (𝑂2

2−). Die ROS wiederum können mit dem Kupfer(I)-Komplex, unter 

Bildung von Wasserstoffperoxid reagieren. Heute gilt die Annahme, dass die DNA-Spaltung 

durch den [Cu(phen)2]2+-Komplex durch die Bildung von metallgebundenen Kupfer-Oxo-

Spezies, z.B. CuII-OH oder CuI-OOH, initiiert wird (Schema 1).[175]  
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Schema 1: Redoxreaktion des Kupfer(II)phenanthrolin-Komplexes während der DNA-Spaltung.[173, 176] 

 

Es wird angenommen, dass die reaktiven Sauerstoffspezies durch die Interkalation der 

Kupfer(I)phenanthrolin-Komplexe zwischen die Basen der DNA in die Nähe der DNA gebracht 

werden und so die Spaltung initiieren. Es folgt die Abstraktion des Wasserstoffs am C1-Atom 

zum Keton gefolgt von einer Reaktionssequenz zum 5-Methylfuranon (Schema 2).[177] 

 

Schema 2: Ein möglicher Mechanismus der oxidativen DNA-Spaltung initiiert durch reaktive 
Sauerstoffspezies.[177] 

 

Bei der photochemischen Spaltung wird die Eigenschaft ausgenutzt, dass bestimmte 

Verbindungen im angeregten Zustand Reaktionen hervorrufen können, die zur Spaltung der 

DNA führen. Die Anregung erfolgt hierbei mit ultraviolettem oder sichtbarem Licht. Typische 

Photospalter haben organische Liganden mit einem großen π-System. Es gibt jedoch auch 

einige Metallkomplexe, bei denen das Metallzentrum die Photospaltung bewirkt. [178-179] 
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Bei der hydrolytischen Spaltung werden die Phosphodiesterbindungen des DNA-Rückgrats 

hydrolysiert. Da die DNA gegenüber der Hydrolyse sehr stabil ist, wird sie durch bestimmte 

Enzyme, Nukleasen, Phosphatasen und Topoisomerasen katalysiert, und die Spaltung dadurch 

um das 1017-1021-fache beschleunigt. An diesen Enzymen orientieren sich die künstlich 

entwickelten Nukleasen. Die meisten Enzyme haben Zn(II), Mg(II) und Ca(II) als katalytisches 

Metallzentrum.[180] 

In dieser Arbeit wurde die oxidative Spaltung von DNA durch einen 5-Trifluormethoxy-1,10-

Kupfer(II)phenanthrolin-Komplex auf einem Siliziumnitrid-Träger untersucht. Die OCF3-

Komponente diente als XPS-Sonde, da Fluor besonders empfindlich nachgewiesen werden 

kann und die OCF3-Komponente aufgrund ihrer großen chemischen Verschiebung einfach zu 

identifizieren ist. Im Vergleich zu Fluor- bzw. Trifluormethylsubstituenten ist die 

Bindungsenergie der Trifluormethoxygruppe stärker zu höheren Bindungsenergien 

verschoben, was von dem stärker elektronenziehenden OCF3-Substituenten hervorgerufen 

wird. Die 1,10-Phenanthrolin-5-carbonsäure sowie der 

Kupfer(II)trifluormethoxyphenanthrolin-Komplex wurden von Carsten Lüdtke im Rahmen 

seiner Doktorarbeit in der Freien Universität Berlin (AG Kulak) synthetisiert.[181-182]  

Die 1,10-Phenanthrolin-5-carbonsäure wurde mittels Amid-Kopplung nach einem Protokoll 

von Christian Wende (AG Kulak, FU Berlin)[183] an die NHx-terminierte Siliziumnitrid-Oberfläche 

gebunden.[184] Zunächst greift die durch DIPEA (Diisopropylethylamin) deprotonierte 

Carbonsäure das Phosphoratom des PyBOPs (Benzotriazol-1-yl-oxytripyrrolidino-

phosphonium-hexafluorophosphat) an. Nach der Abspaltung der Benzotriazoleinheit greift 

diese den Carbonylsauerstoff unter Bildung der aktivierten 1,10-Phenanthrolin-5-carbonsäure 

(Aktivester) an. Die Triebkraft der Reaktion ist die Bildung der P=O-Doppelbindung des 

entstehenden Phosphorsäuretriamids. Im letzten Schritt erfolgt nun der Angriff der NHx-

terminierten Oberfläche an die Carbonylfunktion des Aktivesters und die Kopplung der 1,10-

Phenanthrolin-5-carbonsäure an die Si3N4-Oberfläche. Der Kupfer(II)trifluormethoxy-

phenanthrolin-Komplex wurde im nächsten Schritt durch Eintauchen der immobilisierten 

1,10-Phenanthrolin-5-carbonsäure in die methanolische Kupfer(II)trifluormethoxy-

phenanthrolin-Komplex Lösung gebildet (Abbildung 60). 
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Abbildung 60: Mechanismus der Immobilisierung von 1,10-Phenanthrolin-5-carbonsäure an die Si-NHx-
terminierte Siliziumnitrid-Oberfläche durch Amid-Kopplung.  

 

Die DNA Spaltaktivität des immobilisierten Kupfer(II)-Komplexes wurde mit der Agarose-

Gelelektrophorese untersucht. Dazu wird die Oberfläche mit der Plasmid-DNA-Lösung 

inkubiert, gewaschen und anschließend wird die Lösung in die Taschen des Agarosegels 

geladen. Agarose ist ein aus D-Galactose und 3,6-Anhydro-L-Galactose aufgebautes 

Polysaccharid, welches nach Erhitzen in Wasser und Abkühlen ein quervernetztes 

Polymernetz bildet. Die Porengröße ist abhängig von der Agarosekonzentration. Die 

Auftrennung der Fragmente erfolgt nach dem Anlegen einer Spannung, wie in Abbildung 61 

links gezeigt. Hierbei laufen die negativ geladenen DNA-Fragmente zur positiven Anode. Die 

eingesetzte Plasmid-DNA liegt in der Form I (supercoiled Form) vor. Nach der Spaltung liegt 

die DNA in der nicked, open circular oder relaxed Form II vor. Erfolgt in relativer Nähe zum 
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ersten Bruch ein zweiter, liegt die DNA linear vor (Form III). Die möglichen DNA-Formen nach 

der Spaltung werden in Abbildung 61 rechts gezeigt. Supercoiled DNA (Form I) bewegt sich, 

aufgrund geringerer Wechselwirkungen mit dem Gel, schneller durch das Agarose-Gel als die 

lineare (Form III) bzw. die nicked (Form II) DNA.  

 

Abbildung 61: Schema der Agarose-Gelelektrophorese (links). Die DNA-Lösung wird in die Taschen geladen, die 
Auftrennung erfolgt nach dem Anlegen einer Spannung nach der Größe der DNA (Form I, II oder III) (rechts). 

 

Die Detektion der aufgetrennten Fragmente erfolgt mit Ethidiumbromid (Abbildung 62). 

Ethidiumbromid ist ein roter Phenanthridin-Farbstoff, der nach der Interkalation in die Basen 

der DNA sein Anregungs- und Emissionsspektrum verändert. Durch die Anregung mit UV-

Bestrahlung kann daraufhin die DNA durch den fluoreszierenden Farbstoff sichtbar gemacht 

werden. 

 

Abbildung 62: Ethidiumbromid wird zum Nachweis von RNA und DNA zum Anfärben bei der Gelelektrophorese 
verwendet. 

Br- 
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3.6.2. Herstellung und Charakterisierung künstlicher Nukleasen auf Siliziumnitrid-

Oberflächen 

Ausgehend von den synthetisierten Kupfer(II)phenanthrolin-Komplexen (Carsten Lüdtke (FU 

Berlin)) wurde zunächst die 1,10-Phenanthrolin-5-carbonsäure (L1) durch Amid-Kopplung an 

die frisch präparierten Si-NHx-Oberflächen gebunden, gefolgt von der Komplexbildung in 

Methanol mit dem Kupfer(II)trifluormethoxyphenanthrolin-Komplex (CuL2) (Abbildung 63). 

Diese Oberflächen wurden anschließend mit XPS, NEXAFS und ToF-SIMS untersucht. 

 

Abbildung 63: Kopplung der 1,10-Phenanthrolin-5-carbonsäure (L1) an die NHx-terminierte Oberfläche, gefolgt 
von der Komplexbildung mit dem Kupfer(II)trifluormethoxyphenanthrolin-Komplex (CuL2) und anschließender 
Interkalation in die DNA. (Die genaue Struktur des Komplexes CuL2 ist nicht bekannt). 

 

Die Elementzusammensetzung einer mit der 1,10-Phenanthrolin-5-carbonsäure 29 und einer 

mit dem Kupfer(II)trifluormethoxyphenananthrolin-Komplex immobilisierten Oberfläche 30 

ist in Tabelle 16 im Vergleich zu einer gereinigten Oberfläche 3 dargestellt. Aus den 

Übersichtsspektren konnte eine deutlich erhöhte Kohlenstoffkonzentration im Vergleich zur 
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gereinigten Oberfläche festgestellt werden, was auf eine erfolgreiche Immobilisierung der 

Carbonsäure hinweist. Weiterhin ist eine reduzierte Stickstoff- und 

Siliziumoberflächenkonzentration in den XP-Spektren nachzuweisen, was auf die erfolgreiche 

Bindung der 1,10-Phenanthrolin-5-carbonsäure hinweist, wodurch wiederum die 

Photoelektronensignale des Si3N4-Substrates gedämpft werden. Die Immobilisierung des 

Kupfer(II)-Komplexes hat eine weitere Erhöhung der Kohlenstoffkonzentration und eine 

Reduzierung der Stickstoff- und Siliziumkonzentration zur Folge. Weiterhin konnte für die 

Oberfläche 30 sowohl Kupfer (0.4 at.%) als auch eine erhöhte Fluorkonzentration (1.4 at.%) 

nachgewiesen werden. Die Betrachtung der Elementzusammensetzung der immobilisierten 

Oberfläche liefert Hinweise auf die erfolgreiche Bindung des Liganden L1, gefolgt von der 

Komplexbildung mit CuL2. Weitere Informationen werden aus den hochaufgelösten SR-XP-

Spektren erhalten. 

Tabelle 16: XPS Elementzusammensetzung einer gereinigten (3), einer mit 1,10-Phenanthrolin-5-carbonsäure 
modifizierten Si3N4-Oberfläche (29) und einer mit Kupfer(II)trifluormethoxyphenanthrolin-Komplex 
funktionalisierten Si3N4-Oberfläche (30). 

Probe O 1s 

(at.%) 

C 1s 

(at.%) 

N 1s 

(at.%) 

F 1s 

(at.%) 

Cu 2p 

(at.%) 

Si 2p 

(at.%) 

3 3.0 (±0.2 %) 2.0 (±0.2 %) 53.3 (±0.3 %) 2.0# (±0.2 %) - 35.0 (±0.2 %) 

29 10.0 (±0.2 %) 10.5 (±0.2 %) 44.7 (±0.2 %) 0.9# (±0.2 %) - 33.9 (±0.2 %) 

30 11.4 (±0.2 %) 15.2 (±0.2 %) 40.2 (±0.2 %) 1.4* (±0.2 %) 0.3 (±0.2 %) 31.5 (±0.2 %) 

Negativ-

kontrolle 

9.9  10.0 45.2 1.0# - 33.9 

# anorganische Fluorkomponente von der Flusssäureätzung; * organische Fluorkomponente von dem OCF3-

Substituenten 

 

Da die relevanten Beiträge (CN-Bindungen) aus dem hochaufgelösten N 1s-SR-XP-Spektrum 

von dem dominierenden Nitridpeak des Substrats überlagert werden, erfolgte eine indirekte 

Identifizierung des Liganden L1 mit XPS nach der Komplexbildung mit dem Komplex CuL2. Im 

NEXAFS C K-Kanten-Spektrum einer mit dem Liganden L1 immobilisierten Si3N4-Oberfläche 29 

konnten jedoch Resonanzen für die Anregung in π*-Orbitale bei 284.6 eV und 285.6 eV 

gefunden werden, welche vom Phenanthrolin-Rest hervorgerufen werden. Die Resonanz bei 

284.9 eV wird mit den C=C-Bindungen des Liganden L1 in Verbindung gebracht, wohingegen 

die Resonanz bei der Photonenenergie von 285.6 eV von den C=N-Bindungen des 
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Phenanthrolins stammen. Eine Aufspaltung der π*-Resonanz wurde bereits für Terpyridin-

Reste beschrieben, die über einen ähnlichen strukturellen Aufbau verfügen.[185-187] Außerdem 

wurden CH*-Resonanzen bei 287.1 eV detektiert, welche vom aromatischen System des 

Liganden L1 hervorgerufen werden und auf der gereinigten Oberfläche 3 nicht nachzuweisen 

sind. Die Resonanz bei 288.1 eV ist den Amid-Bindungen (C=O), über die die Kopplung des 

Liganden L1 erfolgte, und Kontaminationen der Oberfläche zuzuordnen (Abbildung 64).[186] 

 

Abbildung 64: NEXAFS C K-Kante einer mit 1,10-Phenanthrolin-5-carbonsäure (L1) immobilisierten Si3N4-
Oberfläche 29 (rot) verglichen mit einer gereinigten Si3N4-Oberfläche 3 (schwarz) und dem Differenzspektrum 
(grün). 

 

Die im Anschluss erfolgte Bildung des Kupfer(II)trifluormethoxyphenanthrolin-Komplexes 30 

konnte eindeutig mit XPS (Abbildung 65) und NEXAFS (Abbildung 66) nachgewiesen werden. 

Im hochaufgelösten C 1s-SR-XP-Spektrum wurde bei 285.0 eV neben dem aromatischen 

Gerüst des Phenanthrolins, CN-Bindungen bei 286.6 eV und C=O-Signale bei 288.3 eV 

nachgewiesen. Hierbei können Beiträge verursacht durch Kontaminationen nicht 

ausgeschlossen werden. Die OCF3-Gruppe wurde eindeutig bei 294.9 eV detektiert, was mit 

Werten aus der Literatur überein stimmt (Abbildung 65 a).[188] Die Immobilisierungseffizienz 

von (85±2) % wurde aus der experimentell ermittelten relativen Peakfläche der OCF3-Gruppe 
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(3.3 %) im C 1s-SR-XP-Spektrum und der theoretisch zu erwartende Anteil einer vollständig 

immobilisierten Oberfläche (3.9 %) bestimmt. Weiterhin wurde Kupfer eindeutig bei 933.2 eV 

und 953.0 eV identifiziert (Abbildung 65 d).[189-190] In der Cu 2p-Region (Abbildung 65 d) sind 

jedoch mehrere Kupfer-Spezies zu finden, vorwiegend handelt es sich hierbei jedoch um Cu(I)- 

bzw. Cu(0)-Spezies und um nur sehr wenig Cu(II). Die Röntgenstrahlung könnte zu einer 

Reduktion des eingesetzten Kupfer(II)-Komplexes führen und Cu(I) bzw. Cu(0) hervorrufen.[191-

192]  

Die auf der Oberfläche immobilisierte Kupfermenge wurde mit der Massenspektrometrie mit 

induktiv gekoppeltem Plasma (ICP-MS) auf 0.08 µg/cm2 ermittelt, was 87 x 1012 Kupferatomen 

pro cm2 entspricht. Hierfür wurden je drei komplexierte Si3N4-Oberflächen über Nacht in 

hochreine Salpetersäure (1 %) getaucht, um den Komplex von der Oberfläche zu lösen und 

den organischen Ligaden zu zerstören. Die verdünnte und mit einem internen Standard 

versetzte Lösung wurde anschließend zur Bestimmung der Kupfermenge verwendet. Die 

vollständige Abtrennung des Kupfer(II)trifluormethoxyphenanthrolin-Komplexes wurde 

mittels Laserablation ICP-MS (LA-ICP-MS) bestätigt. Hierfür wurden jeweils drei Linienscans 

aufgenommen und ausgewertet. Die Linienscans der Proben zeigten meist keine erhöhten 

Kupfer-Intensitäten. Kupfer wurde lediglich an einem Punkt eines Linienscans detektiert, was 

vermutlich vom Kupfer(II)trifluormethoxyphenanthrolin-Komplex stammt. Daraus lässt sich 

auf die nahezu vollständige Ablösung des Komplexes schließen. 
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Abbildung 65: Hochaufgelöste C 1s-, F 1s-, N 1s-SR-XP-Spektren und Cu 2p-Labor-XP-Spektren einer mit einem 
Kupfer(II)trifluormethoxyphenanthrolin-Komplex immobilisierten Si3N4-Oberfläche (30). Die OCF3-Gruppe wurde 
im C 1s-SR-XP-Spektrum bei 294.8 eV nachgewiesen (a). Das F 1s-SR-XP-Spektrum zeigt die organische 
Fluorkomponente der Trifluormethoxygruppe bei 689.8 eV (b). Die gebildete Amidgruppe wurde im N 1s-SR- XP-
Spektrum bei 399.5 eV nachgewiesen (c). Die Existenz des Kupfer(II)trifluormethoxyphenanthrolin-Komplexes 

wurde durch das Cu 2p-Labor-XP-Spektrum nachgewiesen (d) (θ=0°, z95=3.7 nm für C 1s (h=385 eV), z95=2.0 nm, 

z95=4.5 nm für N 1s (h=500 eV) und z95=10 nm für Cu 2p (h=1487 eV)). 

 

Auch in dem NEXAFS C K-Kanten-Spektrum des auf der Oberfläche befindlichen 

Kupfer(II)trifluormethoxyphenananthrolin-Komplexes 30 wurde die gesplittete π*-Resonanz 

des Phenanthrolin-Gerüstes (C=C und C=N) bei 284.5 eV und 285.6 eV[185-187] sowie eine π*-

Resonanz (C=O) bei 288.1 eV[186] gefunden. Verglichen mit der C K-Kante einer nur mit L1 

immobilisierten Oberfläche 29 (Abbildung 66 a) und einer gereinigten Si3N4-Oberfläche 

(Abbildung 66 b) haben sich die Signale jedoch verstärkt. Außerdem wurde in der F K-Kante 

des an der Oberfläche immobilisierten Komplexes 30 eine σ*-Resonanz (C-F) nachgewiesen 
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(Abbildung 66 c), welche von der OCF3-Gruppe hervorgerufen wird und im Vergleich zur 

F K-Kante einer gereinigten Oberfläche 3 zu höheren Photonenenergien verschoben ist. 

 

Abbildung 66: NEXAFS C K-Kante der mit dem Kupfer(II)trifluormethoxyphenananthrolin-Komplex 
immobilisierten Si3N4-Oberfläche (30) im Vergleich zur Oberfläche mit der 1,10-Phenanthrolin-5-carbonsäure 
(29) (a) und Si3N4 Oberfläche mit immobilisierten Komplex (30) im Vergleich zur Si-NHx Oberfläche (3) (b). Das 
Differenzspektrum wurde ebenfalls abgebildet (grün). Die F K-Kante zeigt σ*(C-F) Resonanz des OCF3-
Substituenten (c). Die Spektren wurden bei einem Winkel von 55° aufgenommen. 

 

Um unspezifische Bindungen des Komplexes CuL2 an die NHx-terminierte Oberfläche 

auszuschließen, wurden Negativkontrollen durchgeführt. Hierbei wurde der Komplex CuL2 

ohne die vorherige Bindung der 1,10-Phenanthrolin-5-carbonsäure L1 mit der NHx-

terminierten Si3N4-Oberfläche in Kontakt gebracht. In der Elementzusammensetzung der 

Oberfläche konnte weder Kupfer noch organisches Fluor nachgewiesen werden (Tabelle 16). 
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In den C 1s- und F 1s-SR-XP-Spektren konnten keinerlei Hinweise auf die OCF3-Komponente 

des Liganden nachgewiesen werden. Lediglich im Labor-XPS Spektrum konnte Kupfer im 

hochaufgelösten Cu 2p-XP-Spektrum gefunden werden. Im Übersichtsspektrum konnte 

jedoch kein Kupfer nachgewiesen werden. Vermutlich ist die Menge des an der Si3N4-

Oberfläche gebundenen Kupfer-Komplexes CuL2 so gering, dass sie vernachlässigt werden 

kann. Daher wird nicht von unspezifischen Bindungen zwischen dem Komplex CuL2 und den 

Aminogruppen der Oberfläche ausgegangen (Spektrenanhang 7.16). 

Zusätzlich zur Untersuchung mit XPS wurden sowohl Oberflächen mit dem Liganden L1 (29) 

als auch Oberflächen mit dem immobilisierten Komplex CuL2 (30) mit ToF-SIMS untersucht 

und eine Hauptkomponentenanalyse (PCA) durchgeführt. Auf die erhaltenen ToF-SIMS Daten 

wurde eine PCA angewendet, um die einzelnen Reaktionsschritte, die Bindung von L1 und die 

Komplexbildung mit CuL2, voneinander zu unterscheiden. Der Score-Plot der PCA der 

positiven Sekundärionen einer gereinigten Si3N4-Oberfläche und einer mit der 1,10-

Phenanthrolin-5-carbonsäure (L1) immobilisierten Oberfläche 29 zeigt deutlich die Trennung 

des Substrates von der Probe 29 auf der PC1 (Abbildung 67 a). Das gereinigte Substrat ist auf 

dem Loadings-Plot im negativen Bereich zu finden, die Fragmente nach der Bindung der 1,10-

Phenanthrolin-5-carbonsäure befinden sich hingegen im positiven Bereich. Die Bindung von 

L1 konnte eindeutig aufgrund der und Phenanthrolin typischen Sekundärionen-Fragmente 

(Phen+, C11H8N+…) identifiziert werden (Abbildung 67 b). 

Im nächsten Schritt wurde eine erneute PCA durchgeführt, um Probe 29 und somit die 

Bindung von L1 von der Probe 30 und der Bildung des Komplexes L1+CuL2 unterscheiden zu 

können (Abbildung 67 c und d). Hierbei konnte die Bindung der 1,10-Phenanthrolin-5-

carbonsäure ebenfalls deutlich von der Schicht nach der Komplexbildung getrennt werden 

(Abbildung 67 c). Bei der Betrachtung des Loadings-Plots wurden die Fragmente des Liganden 

L1 (Phen+, C11H8N+…) sowie des Substrates (Si5N4
+, Si3N2

+… ) im negativen Bereich der PC1 

gefunden. Die Sekundärionen-Fragmente des Komplexes L1+CuL2 (CF3
+, Cu+, PhenOCF3

+, 

CuPhenOCF3
+) hingegen wurden im Loadings-Plot der PC1 im positiven Bereich gefunden. 

Durch die Anwendung der PCA auf die ToF-SIMS-Daten der Oberflächen 3, 29, 30 konnte die 

Kupfer(II)-Komplexbildung eindeutig nachgewiesen werden. Außerdem war es durch die 

höhere Empfindlichkeit der ToF-SIMS im Vergleich zu XPS möglich die Bindung von L1 an die 

NHx-terminierte Oberfläche nachzuweisen. 



Ergebnisse und Diskussion | Immobilisierung künstlicher Nukleasen zur DNA-Spaltung auf Si3N4-

Oberflächen | Herstellung und Charakterisierung künstlicher Nukleasen auf Si3N4 

108 

 

Abbildung 67: Score- und Loading-Plots der Hauptkomponentenanalyse (PCA) von Si3N4-Oberflächen nach der 
Bindung von L1 PhenCOOH (29) (Abbildung a und b) sowie nach dem zweiten Reaktionsschritt nach der 
Komplexbildung von L1 und CuL2 (30) (Abbildung c und d).  

 

Nachdem die Immobilisierung des Kupfer(II)trifluormethoxyphenanthrolin-Komplexes 

erfolgreich nachgewiesen wurde, erfolgte im nächsten Schritt die Inkubation mit pBR322 

supercoiled Plasmid-DNA zur Untersuchung der DNA-Spaltaktivität des auf der Oberfläche 

gebundenen Komplexes. Zunächst wurden die inkubierten Oberflächen mit XPS untersucht. 

Bei der Betrachtung des C 1s-SR-XP-Spektrums ist auffällig, dass die OCF3-Komponente des 

Kupfer(II)-Komplexes verschwunden ist, was durch die Inkubation mit der DNA zu erklären ist 

(Abbildung 68 a). Dabei interkaliert der Komplex in die DNA, was zur Folge hat, dass die OCF3-

Gruppe durch die DNA abgeschirmt wird. Im P 2p-SR-XP-Spektrum ist Phosphor aus dem 
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Phosphat-Rückgrat der DNA eindeutig nachzuweisen (Abbildung 68 b), was mit Werten aus 

der Literatur übereinstimmt.[193-194] 

 

Abbildung 68: Hochaufgelöste C 1s- und P 2p-SR-XP-Spektren einer mit dem Kupfer(II)trifluormethoxy-
phenanthrolin-Komplex immobilisierten und mit DNA inkubierten Si3N4-Oberfläche 31. Gezeigt wird das 
Verschwinden der OCF3-Gruppe des Komplexes im C 1s-SR-XP-Spektrum sowie das Auftreten eines Phosphor-
Peaks im P 2p-SR-XP-Spektrum nach der Inkubation mit pBR322-Plasmid-DNA (θ=60°, z95=1.8 nm für C 1s 

(h=385 eV) und z95=1.2 nm für P 2p (h=230 eV)). 

 

Im N 1s-SR-XP-Spektrum sind sowohl bei einem Winkel von 0 ° als auch bei 60 ° neben dem 

Substratnitrid bei 397.4 eV Aminogruppen (NH2) der Nukleobasen der DNA bei 399.2 eV[195-

197] und Amidbindungen (NHC=O) der Basen der DNA bei 400.4 eV zu finden (Abbildung 

69).[193, 198-199] Durch die Variation des Emissionswinkels kann die Tiefeninformation im XP-

Spektrum verändert werden. Dadurch kann auf den Schichtaufbau des untersuchten Systems 

geschlossen werden. Aufgrund der Verstärkung der DNA-spezifischen Amino- und 

Amidgruppen-Signale bei einem Emissionswinkel von 60 ° (z95=2.3 nm) im Vergleich zu dem 

Spektrum bei 0 ° (z95=4.5 nm) kann auf die Interkalation der DNA in die immobilisierte 

Nuklease geschlossen werden. 
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Abbildung 69: Hochaufgelöste N 1s-SR-XP-Spektren einer mit dem Kupfer(II)trifluormethoxyphenanthrolin-
komplex immobilisierten und mit pBR322-Plasmid-DNA inkubierten Si3N4-Oberfläche. Gezeigt wird das Signal der 
NH2-Gruppen und Amidbindungen der DNA bei einer erhöhter Oberflächenempfindlichkeit bei einem 

Emissionswinkel von 60 ° (θ=0°, z95=4.5 nm; θ=60°, z95=2.3 nm für N 1s (h=500 eV)) die für einen Schichtaufbau 
mit der DNA in der äußersten Oberfläche sprechen. 

 

In der Elementzusammensetzung der DNA-inkubierten Proben konnten jedoch nur Spuren 

von Phosphor nachgewiesen werden, was daran liegt, dass die DNA-Konzentration auf der 

Oberfläche sich an der Nachweisgrenze der XPS befindet. Durchgeführte 

Negativkontrollproben zeigten, dass die DNA auch an der NHx-terminierten Si3N4-Oberfläche 

adsorbiert. Da die DNA sowohl an der komplexierten als auch an der gereinigten Oberfläche 

adsorbiert, ist ein gründlicher Reinigungsprozess erforderlich, um die gespaltene DNA mittels 

Gelelektrophorese untersuchen zu können. Nach dem erfolgreichen Nachweis der 

Immobilisierung künstlicher Nukleasen direkt auf Si3N4-Oberflächen und dem Nachweis von 

immobilisierter DNA wird in den folgenden Experimenten die Spaltaktivität des Komplexes 

untersucht. 
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3.6.3. Untersuchung der Spaltaktivität von immobilisierten Cu(II)phen-Komplexen  

In Kapitel 3.6.1.1 wurde gezeigt, dass es möglich ist künstliche Nukleasen direkt an die 

Siliziumnitrid-Oberfläche unter Ausnutzung der Oberflächenamine zu binden. In diesem 

Abschnitt wird die Spaltaktivität der immobilisierten, künstlichen Nuklease auf Siliziumnitrid 

untersucht. Hierzu wurden die Oberflächen mit pBR322 supercoiled Plasmid-DNA in MOPS-

Puffer (50 mM) bei 37 °C inkubiert und anschließend mit Agarose-Gelelektrophorese 

untersucht. In dieser Arbeit MOPS-Puffer anstelle des herkömmlich verwendeten Tris-Puffers 

eingesetzt, aufgrund der hohen Bindungskonstante von Tris gegenüber Kupfer(II). Dadurch 

wird eine konkurrierende Spaltung hervorgerufen durch einen Tris-Kupfer(II)-Komplex, 

vermieden.[200] L-Ascorbinsäure (0.32 mM) diente als Reduktionsmittel. Zum Vergleich wurde 

jeweils in der ersten Tasche des Gels eine DNA-Leiter aufgetragen, die aus der supercoiled 

Form I, der nicked Form II und der linearen Form III besteht. Außerdem diente eine NHx-

terminierte Si3N4-Oberfläche als Negativkontrolle zur Überprüfung, ob die Spaltung von dem 

immobilisierten Kupfer(II)phenanthrolin-Komplex ausgeht. Die Positivkontrolle, bestehend 

aus einem 1:1-Kupfer(II)phenanthrolin-Komplex in Lösung (Abbildung 70), diente, ebenso wie 

die Referenz einer Mischung der DNA und des Reduktionsmittels, zur Überprüfung der 

Spaltaktivität der Nukleasen. Die Positivkontrolle wurde vor der Inkubation in situ aus einem 

1:1-Gemisch des Kupfer(II)trifluormethoxyphenanthrolin-Komplex CuL2 und der 1,10-

Phenanthrolin-5-carbonsäure L1 hergestellt. Hierbei ergibt sich jedoch das Problem, dass 

neben dem 1:1-Komplex (L1+CuL2) auch folgende Kombinationen der Liganden L1+L1, 

CuL2+CuL2 auftreten können, was durch ein 1:1-Verhältnis der eingesetzten Liganden L1 und 

CuL2 versucht wurde zu reduzieren. 
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Abbildung 70: Bildung des 1:1-Komplexes des Kupfer(II)trifluormethoxyphenanthrolin-Komplexes aus 
1,10-Phenanthrolin-5-carbonsäure (L1) und dem Dinitrato(1,10-phenanthrolin-5-trifluormethoxy)-Kupfer(II)-
Komplex (CuL2). 

 

Die Bildung des Komplexes wurde mittels UV/Vis-Spektroskopie überprüft. Hierfür wurden 

jeweils UV/Vis-Spektren des Kupfer(II)trifluormethoxyphenanthrolin-Komplex CuL2 und der 

frisch hergestellten Positivprobe aufgenommen. Aus der Verschiebung des Maximums des d-

d-Überganges nach der Komplexbildung (λmax = 753 nm) im Vergleich zum Maximum des d-d-

Überganges des Komplexes CuL2 (λmax = 709 nm) wird auf eine erfolgreiche Bildung des 

Kupfer(II)trifluormethoxyphenanthrolin-Komplexes geschlossen (Abbildung 71). Der 

d-d-Übergang des Cu(phen)-Komplexes in Wasser wurde in der Literatur mit 709 nm 

angegeben und stimmt mit dem ermittelten Wert für den OCF3-substituierten Cu(phen)-

Komplexes überein.[183] 
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Abbildung 71: UV/Vis-Spektrum des Cu-Komplexes (CuL2) und des gebildeten 1:1-Komplexes (L1+CuL2). 

 

Die Inkubation der Oberflächen mit DNA erfolgte jeweils über 0.5 Stunden, 2 Stunden, 

4 Stunden und 24 Stunden. Die Oberflächen wurden nach der Inkubation jeweils mit 100 µL 

Wasser gespült. Zur Referenz und der Positivprobe wurden ebenfalls 100 µL Wasser 

dazugegeben, um die gleiche Konzentration zu erhalten. Bei der Betrachtung der Gele in 

Abbildung 72 ist auffällig, dass lediglich bei einer Inkubationszeit von 24 Stunden DNA der 

Formen II und III nachgewiesen werden konnten. Die Oberflächen mit Inkubationszeiten von 

0.5 h, 2 h und 4 h zeigten keine Hinweise auf ungespaltene oder gespaltene DNA. Da bei diesen 

Proben Phosphor eindeutig mit XPS nachgewiesen wurde, liegt die Ursache vermutlich in der 

Adsorption der DNA an die Oberfläche, so dass sich die gespaltene DNA noch auf der Probe 

befindet. Für die folgenden Experimente wurde das auf der Oberfläche verbleibende Wasser 

abgenommen und zur Inkubationslösung gegeben. Die durchgeführten Negativkontrollen 

zeigen, ebenso wie die hergestellten Positivkontrollen, keine Veränderung der Spaltaktivität 
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gegenüber der Kontrolle, was auf eine zu geringe Konzentration der Positivkontrolle (1 µM) 

schließen lässt.  

 

Abbildung 72: Spaltaktivität des immobilisierten Kupfer(II)trifluormethoxyphenanthrolin-Komplexes auf Si3N4 
gegenüber pBR322-Plasmid-DNA in MOPS-Puffer (50 mM) und L-Ascorbinsäure (0.32 mM) für 0.5 h, 2 h, 4 h und 
24 h bei 37 °C. Als Positivkontrolle diente ein 1 µM 1:1-Komplex. 

 

In den folgenden Experimenten wurden alle Oberflächen zweimal mit 50 µL MOPS-Puffer 

(50 mM) gewaschen. Dadurch sollte gewährleistet werden, dass auf der Oberfläche 

befindliche DNA-Fragmente in die Inkubationslösung gespült werden. Außerdem wurde die 

Konzentration der Positivkontrolle auf 10 µM erhöht. Die Negativkontrollen wurden, analog 

zur Reaktion, erst mit DMF und anschließend mit Methanol behandelt, um die 

Vergleichbarkeit zu gewährleisten. So wurde für jede Probe eine Kontrollprobe angefertigt. 

Bei dem Vergleich der Gele aus Abbildung 72 und Abbildung 73 ist ein erfolgreicher 

Waschprozess erkennbar. DNA konnte bei allen Inkubationszeiten nachgewiesen werden. Es 

wird mit längerer Inkubationszeit eine steigende Nukleaseaktivität beobachtet. Während nach 

einer Inkubationszeit von 0.5 h noch deutlich ungespaltene DNA der Form I sowie einen 

höheren Anteil der nicked DNA der Form II nachzuweisen ist, wurde die Plasmid-DNA bereits 

nach einer Inkubationszeit von 2 h vollständig gespalten. Es wurde im Vergleich zur 

Inkubationszeit von 0.5 h, ein deutlich höherer Anteil linearer DNA Form III (34 %) 

nachgewiesen. Es tritt jedoch noch eine Spaltung überwiegend zur nicked DNA Form II auf. Bei 

weiterer Erhöhung der Inkubationszeit auf 4 h verstärkt sich die vollständige Fragmentierung 

zur nicked DNA Form II (25 %) und der linearen DNA Form III (75 %). Wird nun die 24 stündige 

Inkubation der Proben betrachtet, fällt das Verbleiben der DNA in der Tasche auf. Aufgrund 

der bereits nach der 4-stündigen Inkubationszeit beobachteten sehr guten Nukleaseaktivität 

und der großen Menge an der linear DNA-Form III wird vermutet, dass eine vollständige 

Spaltung in kleine Fragmente nach 24 h erfolgte, wodurch keine Banden im Gel detektiert 
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werden können. Vermutlich bleiben die kleinen DNA-Fragmente aufgrund stärkerer 

Wechselwirkungen in der Geltasche hängen, wohingegen die supercoiled, nicked und linear 

DNA eindeutig aufgetrennt werden können. 

Weiterhin zeigen die Negativkontrollen die 0.5 h und 2 h inkubiert wurden keine Hinweise auf 

DNA, wohingegen die Negativkontrollen bei 4 h und 24 h eindeutig DNA aufweisen. Hierbei 

wird deutlich, dass der Waschprozess der Oberflächen eine essentielle Rolle einnimmt. 

Außerdem weisen auch die Negativkontrollen eine leichte Spaltaktivität zur Form II auf. Die 

hergestellte Positivprobe dagegen weist keine Spaltung der DNA auf, was vermutlich auf die 

geringe Konzentration von 10 µM zurückzuführen ist. Außerdem ist aufgrund der 

katalytischen Wirkung des auf der Oberfläche immobilisierten Komplexes eine höhere 

Spaltaktivität gegenüber der Plasmid-DNA wahrscheinlich.  

 

Abbildung 73: Spaltaktivität des immobilisierten Cu(II)trifluormethoxyphenanthrolin-Komplexes auf Si3N4 
gegenüber pBR322-Plasmid-DNA in MOPS-Puffer (50 mM) und L-Ascorbinsäure (0.32 mM) für 0.5 h, 2 h, 4 h und 
24 h bei 37 °C. Gezeigt sind sowohl die Ergebnisse der Agarose-Gelelektrophorese als auch die prozentuale 
Zusammensetzung der geschnittenen DNA der Formen II bzw III. 
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3.6.4. Zusammenfassung 

In diesem Abschnitt wurde die Spaltaktivität des Kupfer(II)trifluormethoxyphenanthrolin-

Komplexes immobilisiert auf Si3N4-Oberflächen als künstliche Nuklease überprüft. Dafür 

wurde zunächst die 1,10-Phenanthrolin-5-carbonsäure über Amid-Bindungen an die Si-NHx-

Bindungen der Si3N4-Oberfläche gekoppelt, gefolgt von der Komplexbildung mit dem 

Kupfer(II)phenanthrolin-Komplex. Durch die an der Position 5‘ substituierte OCF3-Gruppe, 

welche als XPS-Sonde fungierte, konnte die erfolgreiche Komplexbildung auf Si3N4 

nachgewiesen werden. Die Kupfermenge auf der Oberfläche wurde mittels ICP-MS auf 

0.08 µg/cm2 (87 x 1012 Kuperatome pro cm2) bestimmt. 

Die Spaltaktivität des immobilisierten Komplexes gegenüber pBR322 Plasmid-DNA wurde 

durch Gelelektrophoreseexperimente untersucht. Dabei konnte eine Spaltaktivität bereits bei 

DNA-Inkubationszeiten von 2 Stunden festgestellt werden, welche sich jedoch durch erhöhte 

Inkubationszeiten weiter verbesserte. Es ist jedoch äußerst wichtig auf einen ausgiebigen 

Waschprozess zu achten, da die DNA an der Oberfläche adsorbiert und dann nicht mehr für 

die Gelelektrophorese zur Verfügung steht. 
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4. Schlussfolgerung und Ausblick 

4.1. Schlussfolgerung 

Im Fokus dieser Arbeit stand die Entwicklung einer neuen milden und effizienten 

Funktionalisierungsstrategie für Siliziumnitrid unter Vermeidung der häufig unzuverlässigen 

Silanchemie. Der schrittweise Aufbau der organischen Schichten wurde mit 

oberflächenanalytischen Methoden verfolgt. So wurden zunächst unterschiedliche Methoden 

zur Bildung von NHx-Gruppen getestet, die die Grundlage für alle weiteren Reaktionen bilden. 

Neben den bekannten Methoden wie die Reinigung der Oberflächen mit Flusssäure, wurde 

auch die Reinigung mit Phosphorsäure überprüft. Gepufferte Flusssäure stellte die effektivste 

Vorbereitung zur Erzeugung der Oberflächenamine dar. Die Bildung der NHx-Gruppen wurde 

nach der Derivatisierung mit TFBA durch die charakteristische Verschiebung der 

Photoemissionslinien mittels XPS verifiziert.  

Im Anschluss wurden organische Schichten durch die Click-Reaktion und Amid-Kopplung 

erzeugt. Alle Reaktionsschritte wurden mit XPS, NEXAFS und ToF-SIMS untersucht. Zunächst 

wurden die NHx-Gruppen in reaktive Azide umgewandelt, um die Oberfläche für die Click-

Chemie zugänglich zu machen. Die Einführung der Azidgruppen erfolgte hierbei durch drei 

unterschiedliche Methoden: mit Triflylazid, mit Natriumazid bzw. mit Natriumazid in 

Anwesenheit von tert-Butylnitrit. Da das dominante Nitridsubstrat die deutlich geringeren 

Azidsignale in den XP-Spektren überlagert, wurden die erzeugten Azidgruppen indirekt nach 

erfolgreicher Kupfer-katalysierter Azid-Alkin-Cycloaddition (Click-Chemie) nachgewiesen. Die 

Bindung des CF3-substituierten Alkins wurde sowohl in Ethanol als auch in tert-

Butanol/Wasser durchgeführt. Die CF3-Gruppe sowie die gebildete 1,2,3-Triazolkomponente 

wurden eindeutig im C 1s-, F 1s- und N 1s-SR-XP-Spektrum und der NEXAFS C K-Kante und F K-

Kante nachgewiesen. Die ToF-SIMS-Massenspektren stützten die Bildung des 1,2,3-Triazols. 

Hierbei konnten CF3- und Triazol-Sekundärionenfragmente bestimmt werden. Durch die Wahl 

des Lösungsmittels und der Reaktionszeit konnte die Effizienz der Reaktion beeinflusst 

werden. Während die Click-Reaktion in Ethanol nur nach der Azidierung mit Triflylazid 

erfolgreich war, konnte das Alkin bei der Click-Reaktion in tert-Butanol/Wasser nach allen drei 

Azidierungsmethoden erfolgreich nachgewiesen werden.  
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Die beim schrittweisen Aufbau der Amino- (3), Azid- (5-8) bzw. geclickten (9-14) Schichten und 

den bei der detaillierten Charakterisierung der Oberflächen gewonnenen Erfahrungen wurden 

genutzt, um ein noch komplexeres System, ein Modellbiosensor, zu erzeugen. Hierfür wurde 

Biotin/Streptavidin immobilisiert und untersucht. Die Biotin/Streptavidin-Interaktion wurde 

nach allen drei Azidierungsmethoden erfolgreich mit XPS, NEXAFS und ToF-SIMS 

nachgewiesen. In den C 1s- und N 1s-SR-XP-Spektren traten Amid-spezifische Komponenten 

auf und auch in den NEXAFS C-  und O K-Kanten konnten proteinspezifische Resonanzen 

identifiziert werden. Die ToF-SIMS-Massenspektren stützten die Befunde der XP- und NEXAFS-

Spektroskopie. Hier wurden ebenfalls Sekundärionenfragmente des Streptavidins 

nachgewiesen. Somit konnte eine Immobilisierung von sterisch anspruchsvollen Biomolekülen 

mit der hier entwickelten Methode direkt an die funktionalisierte Si3N4-Oberfläche gezeigt 

werden.  

Eine weitere Möglichkeit, um Schichten auf Si3N4 zu erzeugen, besteht in der Ausnutzung von 

Oberflächen-Si-NHx-Bindungen. Diese Oberflächenamine wurden adressiert, um 

Kupfer(II)trifluormethoxyphenanthrolin-Komplexe über Amid-Bindungen zu immobilisieren. 

Die Bindung des Kupfer(II)-Komplexes wurde mit XPS verifiziert. Die C 1s-Region zeigte 

deutlich die OCF3-Komponente. Amid-Komponenten und C=N-Bindungen des Phenanthrolin-

Gerüstes wurden in der N 1s-Region sowie durch die Aufspaltung der π*-Resonanz der NEXAFS 

C K-Kante nachgewiesen. Zudem zeigten die ToF-SIMS-Massenspektren 

Sekundärionenfragmente des Kupfer(II)-Komplexes. Nach der Sicherstellung der Bindung des 

Komplexes auf der Si3N4-Oberfläche wurde dessen Spaltaktivität gegenüber Plasmid-DNA 

pBR322 untersucht. Die Adsorption von DNA konnte mit XPS bestätigt werden. Die 

anschließende Untersuchung der Spaltaktivität des Komplexes erfolgte mit Agarose-

Gelelektrophorese-Experimenten. Hierbei wurde eine erhöhte Spaltaktivität mit 

zunehmender Inkubationszeit festgestellt. Weiterhin scheint der Komplex seine Spaltaktivität 

erst auf der Oberfläche zu entfalten. Durchgeführte Positivproben in flüssiger Umgebung 

wiesen, im Gegensatz zu dem gebundenen Komplex, keine Spaltaktivität auf. 

Die Ergebnisse zeigen, dass eine direkte Ausnutzung des Stickstoffs im Si3N4 möglich ist, um 

komplexe organische Filme mittels Click-Chemie zu erzeugen.
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4.2. Ausblick 

Im Folgenden werden kurz Optionen diskutiert, die sich durch die gewonnenen Erkenntnisse 

eröffnen.  

Durch die Erzeugung von Azidgruppen direkt an der Si3N4-Oberfläche eröffnen sich zahlreiche 

Möglichkeiten Moleküle durch die Click-Chemie an die Oberfläche zu binden. Neben der hier 

durchgeführten Kupfer-katalysierten Azid-Alkin-Cycloaddition bietet besonders die 

Staudinger-Ligation großes Potential. Diese Reaktion ist für ihre sehr milden 

Reaktionsbedingungen bekannt. Es wird überwiegend in wässrigem Milieu sowie bei 

Raumtemperatur gearbeitet. Sie eignet sich daher besonders für die Verknüpfung von 

empfindlichen Biomolekülen und wird bereits in lebenden Zellen eingesetzt, um das 

Verständnis der Kommunikation von Zellen miteinander und mit der umgebenden Matrix zu 

untersuchen.[201] Die Reaktion nutzt dabei wieder die Vorteile der Bioorthogonalität, der 

hohen Nucleophilie sowie der Selektivität der Azidgruppen aus. Dadurch bietet die 

Staudinger-Ligation enorme Möglichkeiten empfindliche Biomoleküle bzw. Zellen an die Si3N4-

Oberfläche zu binden.[202] Dies wäre wiederum im Rahmen der Biosensorik von großem 

Interesse. 

Im Hinblick auf die DNA-Spaltung auf Oberflächen ist die Untersuchung der 

Wiederverwendbarkeit der immobilisierten Nuklease interessant, besonders für die 

technische Anwendung in der medizinischen Diagnostik. Für diesen Aspekt müsste die 

Selektivität der DNA-Spaltreaktion erreicht werden – ein Punkt, der im Rahmen der 

vorliegenden Arbeit noch nicht erreicht wurde.  

Auch die Immobilisierung von weiteren künstlichen Nukleasen, wie zum Beispiel 

Kupfer(II)cyclenen sowie der Vergleich der Spaltaktivität auf Oberflächen gegenüber der 

Spaltaktivität in Lösung stellen eine interessante Fragestellung dar. 
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5. Experimenteller Teil 

5.1. Oberflächencharakterisierung 

5.1.1. Röntgen-Photoelektronen-Spektroskopie (XPS)  

Synchrotron-XPS (SR-XPS) wurde an der HE-SGM (High Energy–Spherical-Grating 

Monochromator) -Dipol-Beamline am BESSY II in Berlin durchgeführt. Es wurden folgende 

Anregungsenergien verwendet: Übersichtsspektrum 700 eV mit einer Passenergie von 

100 eV, F 1s 780 eV, O 1s 620 eV, N 1s 500 eV, C 1s 385 eV, S 2p 260 eV und Si 2p 210 eV mit 

einer Passenergie von 50 eV. 

Zusätzlich wurden die Proben mit einem Axis Ultra DLD Spektrometer von Kratos Analytical, 

UK, gemessen. Die Anregung erfolgte mit monochromatischer Al-K-Strahlung (1486,6 eV) 

mit einer Durchlassenergie für die Elektronen von 80 eV für die Übersichtsspektren und 20 eV 

für die Rumpfniveauspektren. Der Elektronenemissionswinkel betrug 0 ° und der Winkel 

zwischen der Quelle und dem Analysator betrugen 60 °. Die Bindungsenergieskala des 

Spektrometers wurde nach einem Verfahren von Kratos Analytical kalibriert, wobei 

Bindungsenergiedaten nach ISO 15472[203] verwendet wurden. Die Spektren wurden durch 

Einstellen der „Hybrid lens“ und „slot modi“, mit einer ungefähren Analysenfläche von 300 x 

700 µm2, aufgenommen. Der Ladungsneutralisator wurde verwendet, um statische 

Ladungsbedingungen zu erreichen.[204] Die gemessenen Spektren wurden auf die aliphatische 

C 1s Komponente mit einer Bindungsenergie von 285.0 eV referiert.[75]  

In dieser Arbeit wurden alle Oberflächen mit SR-XPS und Labor-XPS gemessen. Mit SR-XPS 

kann eine deutlich höhere Oberflächenempfindlichkeit gegenüber der Labor-XPS erzielt 

werden und somit wird weniger tief in das Substrat eingedrungen. Dadurch können 

Aufladungseffekte, hervorgerufen durch das Substrat, besser ausgeglichen werden. 

Außerdem können Protein-Komponenten aus der organischen Schicht im N 1s-SR-XP-

Spektrum nachgewiesen werden, die aufgrund der größeren Informationstiefe mit Labor-XPS 

nicht sichtbar sind.  

Die XPS-Messdaten wurden mit Casa XPS, Version 2.3.16 bearbeitet. Die hochaufgelösten XP-

Spektren wurden durch die Annäherung eines Peakform-Modells aus dem Produkt einer 

Gauß- und Lorentzfunktion ausgewertet. Die elementare Zusammensetzung wurde aus den 
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Übersichtsspektren mit Kratos-Sensitivitätsfaktoren berechnet. Die Fehlerberechnung 

erfolgte auf Basis einer Monte Carlo Simulation, die eine Fehlermatrix erstellt und Bestandteil 

der Casa XPS Software ist.[205] Die Spektren wurden anschließend mit Origin 9.1G dargestellt.  

 

5.1.2. Infrarot-Spektroskopie 

Infrarot Spektroskopie (IR-Spektroskopie) wurde an der Physikalisch-Technischen 

Bundesanstalt (PTB) mit einem FTIR-Spektometer von Bruker Optics GmbH gekoppelt mit 

einem IR-Mikroskop (Hyperion 3000) mit abgeschwächter Totalreflexion (ATR, engl. 

attenuated total reflection) und streifendem Einfallswinkel (GIR, engl. grazing incidence 

infrared spectroscopy) gemessen.  

 

5.1.3. NEXAFS 

NEXAFS-Messungen wurden an der HE-SGM (High Energy – Spherical Grating 

Monochromator) Dipol Beamline am BESSY II in Berlin durchgeführt. Die 

Röntgenabsorptionsspektren der K-Absorptionskante von Kohlenstoff, Sauerstoff und Fluor 

wurden im TEY-Modus (Total Electron Yield) aufgenommen. Die K-Absorptionskante von 

Stickstoff wurde nicht aufgenommen, da aufgrund des Substratstickstoffs keine 

Unterscheidungen mit jeglichen Stickstoff-Komponenten gemacht werden können. Die 

emittierten Sekundärelektronen wurden mit einem Channelplate-Detektor detektiert. Die 

Energieauflösung E/ΔE des Monochromators wurde an der π*-Resonanz von Carbonylen bei 

287.4 eV mit ~ 2500 bestimmt. Die Proben wurden mit einem Einstrahlwinkel 𝛾 von 55 ° 

zwischen der Siliziumnitrid-Oberfläche und der einfallenden Synchrotronstrahlung gemessen. 

Der Energiebereich der Kanten wurde mindestens zweimal abgefahren und die 

übereinanderliegenden Messkurven gemittelt. Im Anschluss wurden die Spektren mit der 

Transmissionsfunktion, die vor jeder Messzeit von einer frisch gesputterten Goldschicht 

aufgenommen wurde, sowie dem aufgenommenen Ringstrom korrigiert. Außerdem wurde 

die Energieachse anhand der C 1s→ π*-Resonanz bei 285.4 eV einer Graphtoberfläche (Highly 

Ordered Pyrolytic Graphite (HOPG); Advanced Ceramic Corp., Clevelend, USA) kalibriert. In der 

weiteren Datenverarbeitung wurde in den erhaltenen Spektren die Zählrate in der 

Vorkantenregion abgezogen und die Zählrate nach dem Kantensprung auf 1 normiert. 
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Zusätzlich zu den NEXAFS-Spektren wurden die Differenzspektren dargestellt, um auch nur 

geringe durch die Reaktion verursachte Änderungen der Resonanzen darzustellen. Die 

Darstellung der Spektren erfolgte mit Origin 9.0 G.  

 

5.1.4. ToF-SIMS 

Die Messungen wurden an einem Flugzeit-Sekundärionenmassenspektrometer TOF-SIMS IV 

der Firma ION-TOF GmbH (Münster, Deutschland) durchgeführt. Als Primärionenquelle diente 

eine Bismut-Flüssig-Metallionen-Quelle (LMIG) mit einer Energie von 25 keV, die in einem 45° 

Winkel zur Probenoberfläche montiert wurde. Die LMIG arbeitete bei einem Emissionsstrom 

von 0.5 µA im sogenannten „high-current Bunched“ Modus, mit hoher Massenauflösung und 

niedriger laterale Auflösung. Bi3+-Primärionen wurden durch Massenfilter selektiert. Die 

Pulsbreite der Bi3+-Pulse wurde reduziert, um einen Zielstrom von ca. 0.13 pA zu erhalten, der 

bei einer Zykluszeit von 100 µs (z.B. eine Wiederholungsrate von 10 kHz) unter Verwendung 

eines Faraday-Bechers, bestimmt wurde. Die Primärionendosis wurde auf 5 x 1011 Ionen/cm2 

eingestellt, womit statische SIMS-Messbedingungen sichergestellt wurden. Die analysierte 

Fläche betrug 100 x 100 µm2 mit einer Auflösung von 64 x 64 Pixel. Aufladungen der 

Oberfläche wurden durch den Beschuss mit niedrigenergetischen Elektronen kompensiert. 

Das Vakuum in der Analysenkammer war während der Messungen zwischen 10-8 und 

10-9 mbar. 

Die ToF-SIMS-Spektren wurden im positiven Ionenmodus mit 5-9 Messpunkten pro 

analysierter Probe aufgenommen. Die Massenskala wurde intern mit einer Anzahl von 

wohldefinierten und leicht zuordenbaren Sekundärionen kalibriert, wobei der Fehler in der 

Kalibrierung für die ausgewählten sekundären Ionen unter 15 ppm gehalten wurde.  

Principal Component Analysis (PCA) 

Die Principal Component Analysis ist ein statistisches Verfahren, um große 

Datenmengen, die z.B. bei der ToF-SIMS erzeugt werden, zu interpretieren. ToF-

SIMS ist ein häufig eingesetztes Verfahren, um Filme auf Oberflächen zu 

untersuchen, da die Methode über eine sehr gute Oberflächensensitivität auf 

molekularem Level verfügt und gleichzeitig Tiefenprofile erstellen und im 

Bildgebungsmodus (depht-profiling und imaging mode) arbeiten kann. Aufgrund 
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der Möglichkeit chemische Informationen zu erhalten, wird ToF-SIMS häufig zur 

Kontrolle bei der Erzeugung von hochgeordneten Schichten eingesetzt.  

Mit Hilfe der PCA als multivariante statistische Analysemethode können 

signifikante Unterschiede in einem gegebenen Datenset identifiziert werden. Das 

Datenset ist dabei als Matrix mit Reihen, die die Proben enthalten und Spalten, die 

die Variablen enthalten, definiert. Im Fall der ToF-SIMS-Daten sind die Proben die 

Massenspektren und die Variablen die individuellen m/z-Verhältnisse. Die PCA 

berechnet die Kovarianzmatrix aus dem originalen Datenset und generiert 

dadurch ein Set Achsen, die sogenannten Principle Components (PC), die die 

maximale Richtung der Varianzen der Datensets angibt. Mit der PCA werden drei 

neue Matrizen erzeugt, die die Scores, Loadings und Residuals enthalten. Die PCA 

ist ein Hilfsmittel, um komplexe Massenspektren zu interpretieren. Die Auftragung 

der Scores im Score-Plot gibt die Varianz der Proben bzw. Probengruppen an. Der 

dazugehörige Loading Plot zeigt, welche Massen zur Varianz beitragen sowie die 

Fragmentierung der Proben bzw. der Probengruppe. Kurz zusammengefasst 

können mit Hilfe der PCA Schlüsselfragment-Peaks identifiziert werden, Proben 

charakterisiert werden und ein Überblick über die Standardreproduzierbarkeit in 

einem Probenset erhalten werden.[206] 

 

5.1.5. ICP-MS 

Die komplexierten Oberflächen sowie eine gereinigte Oberfläche als Referenz wurden zur 

Ablösung des Kupfer(II)trifluormethoxyphenanthrolin-Komplexes von der Oberfläche je in 

0.5 mL Salpetersäure (1 %) und 1.5 mL Wasser getaucht. Anschließend wurde Yttrium 

(250 µg/L) als interner Standard sowie ein Kupfer-Standard (2.5 mg/L, Fa. Merck CertiPur) 

zugegeben. Für die Messung wurde das Eluat (250 µL) zu Wasser gegeben (6 mL). Die 

Kalibrierung erfolgte durch die Zugabe eines Kupfer-Standards (S1: 200 µL, S2: 500 µL, S3: 

1000 µL, S4: 2000 µL) zur verdünnten Elutionslösung. Die Messung der Lösung erfolgte 

anschließend mit einem ICP-MS Element2 (Thermo Fisher Scientific, Bremen, Deutschland). 

Die Überprüfung der vollständigen Ablösung des Kupfer-Komplexes von der Oberfläche 

erfolgte im Anschluss mit LA-ICP-MS. Die LA-ICP-MS wurde mit Hilfe eines Glas-Objektträgers 
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vor der Messung der Proben hinsichtlich Empfindlichkeit, Signalstabilität (RSD < 5 %) und 

Oxidbildungsrate (ca. 0,4 % für ThO/Th) optimiert. Die Auswahl geeigneter 

Laserablationsparameter für die Messung der Si3N4-Oberflächen wurde mit der komplexierten 

Probe durchgeführt. Das Massenspektrometer wurde in einem Modus betrieben, der die 

Messung zeitaufgelöster Signale erlaubt. Folgende Einstellungen für das Laserablationssystem 

und die ICP-MS wurden gewählt: 

Tabelle 17: Parameter Laserablationssystem NWR213 

Parameter Laserablationssystem NWR213 (ESI Electro Scientific Industries, Inc., Bozeman, MT, USA) 

Laser-Wellenlänge (nm) 213 (5. harmonische Nd:YAG-Laser) 

Laserablationsmethode Linienscan 

Helium Trägergas-Flussrate (L/min) 1.0 

Warmlaufen Laser vor Beginn der Ablation (s) 20 

Laserspot-Durchmesser (µm) 100 

Scanrate (µm/s) 70 

Frequenz (=Schuss pro s) (Hz) 20 

Laserenergie (mJ) 0.25 (20 %) 

Energiedichte (J/cm2) 3.1 

 

Es wurden jeweils die Intensitäten der beiden Cu-Isotope 63 und 65 und für das Matrixelement 

Si und des Isotops mit der Masse 29 aufgezeichnet. Vor, zwischen und nach der Messung der 

Proben wurde je 1- bis 3-mal ein sogenannter Gasblank gemessen, d.h. es wurde eine 

Messung bei ausgeschaltetem Laser durchgeführt, um den von den Geräten und verwendeten 

Gasen verursachten Untergrund zu ermitteln. Von den Proben wurden jeweils drei Linienscans 

mit einem Laserspotdurchmesser von 100 μm und einer Linienlänge von 980 μm untersucht. 

Die Auswahl der Positionen erfolgte willkürlich über die Probenoberfläche verteilt, orientierte 

sich aber daran, für die jeweilige Probe möglichst repräsentative Bereiche zu analysieren. Als 

Vergleich wurden zwei Linienscans einer Glasprobe mit bekanntem Kupfergehalt (NIST SRM 

612) gemessen.  
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5.2. Versuchsvorschriften 

Es wurden Silizium Wafer mit einer 80 nm Siliziumnitrid-Schicht (Microchemicals) bzw. 40 nm 

Siliziumnitrid-Schicht (Infineon) verwendet. Alle Chemikalien wurden von Sigma-Aldrich oder 

AlfaAesar bezogen. Die Oberflächen wurden mit gepufferter Flusssäure (BHF), einer Mischung 

aus Ammoniumfluorid (25 %-50 %), Ammoniumhydrogendifluorid (25 %-50 %) und 

Fluorwasserstoffsäure (5 %-7 %) von Sigma-Aldrich, gereinigt. Es wurde ausschließlich 

Nanopure Wasser aus einem Reinstwassersystem MicroPure der Firma TKA mit einer 

Leitfähigkeit von 0.055 µS/cm verwendet. Zur Reproduzierbarkeit der Ergebnisse wurden alle 

Experimente mindestens dreimal wiederholt. 

 

5.2.1. Oberflächenpräparation  

Vor der eigentlichen Funktionalisierung erfolgte eine detaillierte Untersuchung der 

verwendeten Siliziumnitrid-Oberflächen. Hierbei sollte die optimale Reinigungsmethode der 

Oberflächen entwickelt werden. Zunächst wurden die Proben jeweils für 1-30 Minuten mit 

Isopropanol, UV/Ozon (UV/O3), Phosphorsäure, Flusssäure und BHF behandelt. Anhand der 

Reduzierung der Sauerstoff- und Kohlenstoffkonzentration im XP-Übersichtsspektrum wurde 

die optimale Reinigungsmethode ausgewählt. Des weiteren dienten TOF-SIMS-Tiefenprofile 

der nativen, unbehandelten Oberfläche und der mit Flusssäure gereinigten Oberfläche der 

Charakterisierung der Oberfläche. 

 

5.2.2. NHx-terminierte Si3N4-Oberflächen 

Alle verwendeten Siliziumnitrid-Proben wurden vor den Reaktionen zunächst für 10 Minuten 

in Isopropanol im Ultraschallbad und anschließend in UV/Ozon (UV/O3) für 20 Minuten 

gereinigt. Durch Eintauchen in BHF für 1 Minute wurde die native Oxidschicht entfernt und 

die Amine (NHx) erzeugt. Die Proben wurden anschließend ausgiebig mit Wasser gespült. 

 

5.2.3. Derivatisierung für die XPS-Analyse 

Da die erzeugten Amine (NHx) in Anwesenheit des dominanten Nitridpeaks des Siliziumnitrids 

schwer mittels XPS nachzuweisen sind, müssen diese zunächst mit einem spezifischen Label 
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derivatisiert werden. Hierfür wurden die Proben mit 4-Trifluormethylbenzaldehyd (TFBA) in 

einer speziellen Gasphasenapparatur[207] für 30 Minuten derivatisiert. Zur Quantifizierung 

wurde die organische Fluorkomponente im F 1s-XP-Spektrum und die 

Trifluormethylkomponente (CF3) im C 1s-XP-Spektrum genutzt.  

 

5.2.4. Erzeugung einer Azid-terminierten Oberfläche 

Für die verschiedenen Azidierungsreaktionen wurden immer frisch präparierte NHx-

terminierte Si3N4 Proben verwendet.  

Prozess A. Frisch geätzte Proben wurden bei 50 °C in einer Lösung aus Natriumazid (39.6 mg, 

0.600 mmol) in 12 mL DMF mit einer kleinen Menge 18-Krone-6 für 4 Tage unter 

Lichtausschluss gerührt. Danach wurde mit Methanol, Toluol und Methanol gespült.[104] 

Prozess B. Die Proben wurden in 15 mL Salzsäure (1 %) auf 0 °C gekühlt. Über einen Zeitraum 

von 30 Minuten wurde Natriumnitrit (1.6 mg; 0.023 mmol) in 6 mL Wasser zugegeben, 

anschließend wurde eine Stunde bei 0-5 °C gerührt. Die Proben wurden aus der Lösung 

entfernt, kurz mit Wasser gespült und unter Rühren über Nacht mit Natriumazid (1.5 mg; 

0.023 mmol) in 6 mL Wasser behandelt.[208] 

Prozess C. Frisch gereinigte Si3N4-Proben wurden in eine wässrige Lösung (4 mL) aus 

Kupfersulfat (2.2 mg, 0.014 mmol) und Natriumhydrogencarbonat (78.0 mg, 0.929 mmol) 

eingetaucht. Anschließend wurden eine Trifluormethansulfonylazid-Lösung (0.51 mL) zu 

getropft, gefolgt von Methanol (2 mL). Die blaue Reaktionslösung wurde für 24 Stunden bei 

Raumtemperatur gerührt.[209] Danach wurden die Proben ausgiebig mit Toluol, Wasser und 

Methanol (je 10 mL) gespült und sofort für die Click-Reaktion weiterverwendet.  

Vor jeder Reaktion wurde eine Triflylazid-Stammlösung frisch hergestellt. Hierfür wurde 

Natriumazid (0.54 g, 8.38 mmol) in einer Mischung aus Wasser und Toluol (je 1.37 mL) unter 

Rühren gelöst. Die Lösung wurde auf 0 °C gekühlt und Trifluormethansulfonsäureanhydrid 

(0.89 mL, 5.29 mmol) wurde vorsichtig zu getropft. Die Reaktionsmischung wurde 30 Minuten 

bei 0 °C gerührt. Anschließend wurde die Temperatur auf 10 °C erhöht und weitere zwei 

Stunden gerührt. Danach wurde eine gesättigte Natriumhydrogencarbonat-Lösung dazu 

gegeben bis keine Gasbildung mehr auftrat. Die zwei Phasen wurden separiert und die 
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wässrige Phase wurde zweimal mit Toluol (je 2 mL) gewaschen. Die vereinten organischen 

Phasen wurden sofort für den Diazo-Transfer verwendet. Nicht verwendete Azid-Lösung 

wurde sofort mit einer ethanolischen Iod-Lösung in Anwesenheit von Natriumthiosulfat 

neutralisiert. 

Prozess D. Die Proben wurden in einer Mischung aus Natriumazid (20.0 mg, 0.61 mmol) gelöst 

in Wasser (1 mL) und tButanol (4 mL) gerührt. Anschließend wurde tropfenweise tButylnitrit 

(4 mL, 66.3 mmol) dazugegeben und eine Stunde bei Raumtemperatur gerührt. Danach wurde 

Wasser (4 mL) zugegeben. Die Proben wurden ausgiebig mit Wasser gewaschen.[210] 

Azidosilan-SAM: Vor der Reaktion wurden die Si3N4-Oberflächen 30 Minuten mit Piranha 

gereinigt. Anschließend wurde die Oberfläche in eine 5 mM Lösung des Azidosilans (11-

Azidiundecyl)(triethoxy)silan) in Toluol bei 80 °C (24 h) getaucht.  

 

5.2.5. Kupfer-katalysierte Azid-Alkin-Cycloaddition (CuAAC) mit fluorsubstituierten 

Alkinen  

Zur Methodenentwicklung wurden zunächst einfache Testalkine in einer Kupfer-katalysierten 

Azid-Alkin-Cycloaddition (CuAAC) an die Oberfläche gebunden.  

CuAAC A. Die Proben wurden in 1-Ethinyl-3,5-bis(trifluormethyl)benzol (8.9 mg, 0.037 mmol) 

in 12 mL Ethanol gerührt. Danach wurde eine frisch hergestellte Lösung aus Kupfersulfat 

(0.64 mg; 0.004 mmol) und Natriumascorbat (1.6 mg; 0.008 mmol) in 2.5 mL Wasser dazu 

gegeben. Anschließend wurde 4 Tage bei Raumtemperatur bzw. 2.5 Tage bei 50 °C sowohl 

unter Lichtausschluss als auch bei Tageslicht gerührt.[47] Als Blindprobe wurden die gleichen 

Reaktionen auf Oberflächen durchgeführt, bei denen die Oxidschicht nicht entfernt wurde und 

die nicht azidiert wurden. 

CuAAC B. Die Proben wurden in 1-Ethinyl-3,5-bis(trifluormethyl)benzol (8.9 mg, 0.037 mmol) 

in einer Mischung aus tButanol und Wasser (je 6 mL) gerührt. Danach wurde eine frisch 

hergestellte Lösung aus Kupfersulfat (0.64 mg; 0.004 mmol) und Natriumascorbat (1.6 mg; 

0.008 mmol) in 2.5 mL Wasser dazu gegeben. Anschließend wurde 24 Stunden bei 

Raumtemperatur gerührt.[117] 
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5.2.6. Kupfer-katalysierte Azid-Alkin-Cycloaddition (CuAAC) mit Biotin und 

Interaktion mit Streptavidin–Modellsystem 

Biotin-Streptavidin diente als erstes Modellsystem, aufgrund seiner gut erforschten 

Eigenschaften. Zunächst wurde eine Biotin-PEG4-Alkine Stammlösung hergestellt. Das Biotin-

Derivat (5.0 mg, 0.011 mmol) wurde in einer Mischung aus Methanol und Wasser (50 mL, 

1:1)[158] bzw. DMF und Wasser (50 mL, 2:1)[159] gelöst. Anschließend wurden eine wässrige 

Kupfersulfat-Lösung (0.2 mL, 20 mM), eine wässrige Natriumascorbat-Lösung (0.2 mL, 

10 mM) und Triethylamin (0.2 mL, Et3N) zugegeben. 

Die frisch hergestellten N3-terminierten Oberflächen wurden in die Biotin-Lösung getaucht. 

Die Reaktionsmischung wurde 24 Stunden bei Raumtemperatur gerührt. Anschließend 

wurden die Proben mit Wasser und Methanol für je fünf Minuten gespült und mit Stickstoff 

getrocknet. Im Anschluss an die Immobilisierung von Biotin wurden die Proben in einer 

0.1 mg/mL Streptavidin-Lösung in PBS-Tween für zwei Stunden bei Raumtemperatur 

inkubiert. Danach wurden die Proben für je fünf Minuten zweimal mit PBS-Tween Puffer, 

dreimal mit PBS-Puffer und Wasser unter ständiger Bewegung gewaschen, um unspezifisch 

gebundenes Protein zu entfernen. 

 

5.2.7. Immobilisierung künstlicher Nukleasen für die DNA-Spaltung auf Si-NHx 

Oberflächen 

Ligand L1: 1,10-Phenanthrolin-5-carbonsäure wurde durch Amid-Kopplung an frisch 

terminierte NHx-Oberflächen gebunden. Die Kopplung der 1,10-Phenanthrolin-5-carbonsäure 

(56.0 mg, 0.25 mmol) erfolgte in DMF (5 mL) in Anwesenheit des Aktivierungsreagenz PyBOP 

(130.0 mg, 0.25 mmol) sowie DIPEA (300 µL, 1.72 mmol) für 24 Stunden unter Rühren. 

Anschließend wurde die Probe ausgiebig mit DMF (2x5 mL) gespült und mit Stickstoff 

getrocknet. 

Die halbierten Proben wurden jeweils mit der Hälfte der Reagenzien behandelt. 

Komplex CuL2: Die Bindung des Kupfer-Komplexes erfolgte durch das Eintauchen der mit 

1,10-Phenanthrolin-5-carbonsäure immobilisierten Probe für 5 Minuten in den 50 mM 

methanolischen Dinitrato(1,10-phenanthrolin-5-trifluormethoxy)-Kupfer(II)-Lösung. 
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5.2.8. Agarose-Gelelektrophorese 

Die Spaltaktivität des Bis-Phenanthrolin-Kupfer(II)-Komplexes wurde mit einer Agarose-

Gelelektrophorese untersucht. Das Gel wurde aus Agarose (300 mg) in 30 mL 0.5X TBE-Puffer 

hergestellt. Nach dem Erhitzen in Mikrowelle für 1 Minute wurde zur Detektion der DNA-

Banden, 0.2 mg mL-1 Ethidiumbromid zugesetzt. 

Zur Untersuchung der DNA-Spaltaktivität der immobilisierten Komplexe auf Si3N4 wurden die 

Oberflächen in Eppendorfgefäßen in MOPS Puffer getaucht und in Anwesenheit von 250 µM 

Ascorbinsäure mit Plasmid-DNA pBR322 für 0.5 h, 2 h, 4 h bzw. 24 h bei 37 °C inkubiert. Die 

1 cm2 großen Oberflächen wurden für die Untersuchung der Spaltaktivität halbiert. 

Die Inkubation der mit dem Komplex immobilisierten Si3N4-Oberflächen erfolgte mit 50 mM 

MOPS-Puffer (pH=4) in Anwesenheit von 250 µM L-Ascorbinsäure mit 0.0125 µg/µL Plasmid-

DNA pBR322 für 0.5 h, 2 h, 4, h und 24 h bei 37 °C. Auf das Probenvolumen von 500 μL wurde 

mit Millipore-Wasser aufgefüllt. Nach der Inkubation wurden die Lösungen sofort für die 

Gelelektrophorese verwendet bzw. bis zur Untersuchung in flüssigem Stickstoff (-196 °C) 

eingefroren. Die Oberflächen wurden mit 100 μL Millipore Wasser oder verdünntem Puffer 

abgespült und die verbliebene Waschlösung von den Oberflächen in die Inkubationslösung 

pipettiert. Vor der Beladung der Geltaschen (Volumen ca. 10 μL pro Tasche) wurde mit je 

1.5 μL Ladepuffer (3.7 mM Bromphenolblau und 1.2 M Saccharose in Millipore-Wasser) 

versetzt. Es wurde eine Rotiphorese® PROfessional I-Gelkammer (Carl Roth) verwendet, in der 

die Gele bei 40 V für 2 h in 0.5X TBE-Puffer aufgetrennt wurden (Spannungsgerät: Consort 

EV243). Um die korrekte Zuordnung der einzelnen DNA-Formen zu gewährleisten, wurden bei 

jedem Gel 0.3 μL einer DNA-Leiter, die von Dr. Jan Hormann zur Verfügung gestellt wurde, in 

die erste Tasche gefüllt.  

Die Auswertung der Gele erfolgte über das Programm ImageLab 5.0 und die Darstellung über 

das Programm Excel 2016. Die Intensitäten der Banden wurden auf die Referenz bezogen und 

für die Form I-DNA wurde mit einem Korrekturfaktor von 1.22 multipliziert,[211] da 

Ethidiumbromid schlechter in die supercoiled-DNA interkaliert, als in die offenkettige oder 

lineare Form. 
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5.2.9. UV/VIS-Absorptionsspektroskopie 

Die UV/VIS-Absorptionsspektren wurden mit dem Gerät Cary Series UV-VIS 

Spectrophotometer der Firma Agilent Technologies aufgenommen. Die Spektren wurden in 

Ethanol in einem Bereich zwischen 190 nm und 900 nm aufgenommen und eine 

Backgroundmessung mit Ethanol durchgeführt. Die Auswertung und Darstellung der Spektren 

erfolgte über die Programme Cary WinUV und Origin 9.1G. 
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7. Spektrenanhang 

7.1. Verzeichnis der funktonalisierten Oberflächen  
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7.2. Gereinigte Siliziumnitrid-Oberfläche 

 

 

 

Abbildung 74: C 1s-SR-XP-Spektren einer gereinigten Si3N4-Oberflächen (θ=60°, z95=1.8 nm (h=385 eV)). 
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Abbildung 75: F 1s-SR-XP-Spektren einer gereinigten Si3N4-Oberflächen (θ=60°, z95=0.7 nm (h=780 eV)). 
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Abbildung 76: N 1s-SR-XP-Spektren einer gereinigten Si3N4-Oberflächen (θ=60°, z95=2.3 nm (h=500 eV)). 
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Abbildung 77: NEXAFS F K-Kante einer gereinigten Si3N4-Oberflächen 
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Abbildung 78: TOF-SIMS-Massenspektrum einer gereinigten Si3N4-Oberflächen. 
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7.3. Azidierung mit Natriumazid (Prozess A) und CuAAC in Ethanol 

 

 

 

Abbildung 79: C 1s-SR-XP-Spektren einer mit NaN3 azidierten (Prozess A) und mit 1-Ethinyl-3,5-

bis(trifluormethyl)benzol in Ethanol geclickten Si3N4-Oberflächen (θ=60°, z95=1.8 nm (h=385 eV)). 
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Abbildung 80: F 1s-SR-XP-Spektren einer mit NaN3 azidierten (Prozess A) und mit 1-Ethinyl-3,5-

bis(trifluormethyl)benzol in Ethanol geclickten Si3N4-Oberflächen (θ=60°, z95=0.7 nm (h=780 eV)). 
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Abbildung 81: N 1s-SR-XP-Spektren einer mit NaN3 azidierten (Prozess A) und mit 1-Ethinyl-3,5-

bis(trifluormethyl)benzol in Ethanol geclickten Si3N4-Oberflächen (θ=60°, z95=2.3 nm (h=500 eV)). 
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Abbildung 82: NEXAFS C K-Kante einer mit NaN3 azidierten (Prozess A) und mit 1-Ethinyl-3,5-
bis(trifluormethyl)benzol in Ethanol geclickten Si3N4-Oberflächen im Vergleich zu einer gereinigten Si3N4-
Oberflächen und dem Differenzspektrum. 
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Abbildung 83: NEXAFS F K-Kante einer mit NaN3 azidierten (Prozess A) und mit 1-Ethinyl-3,5-
bis(trifluormethyl)benzol in Ethanol geclickten Si3N4-Oberflächen. 
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Abbildung 84: ToF-SIMS-Massenspektrum einer mit NaN3 azidierten (Prozess A) und mit 1-Ethinyl-3,5-
bis(trifluormethyl)benzol in Ethanol geclickten Si3N4-Oberflächen. 
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7.4. Azidierung mit Natriumazid (Prozess A) und CuAAC in tert-Butanol/Wasser 

 

 

Abbildung 85: C 1s-SR-XP-Spektren einer mit NaN3 azidierten (Prozess A) und mit 1-Ethinyl-3,5-

bis(trifluormethyl)benzol in tert-Butanol/Wasser geclickten Si3N4-Oberflächen (θ=60°, z95=1.8 nm (h=385 eV)). 
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Abbildung 86: F 1s-SR-XP-Spektren einer mit NaN3 azidierten (Prozess A) und mit 1-Ethinyl-3,5-

bis(trifluormethyl)benzol in tert-Butanol/Wasser geclickten Si3N4-Oberflächen (θ=60°, z95=0.7 nm (h=780 eV)). 
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Abbildung 87: N 1s-SR-XP-Spektren einer mit NaN3 azidierten (Prozess A) und mit 1-Ethinyl-3,5-

bis(trifluormethyl)benzol in tert-Butanol/Wasser geclickten Si3N4-Oberflächen (θ=60°, z95=2.3 nm (h=500 eV)). 
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Abbildung 88: NEXAFS C K-Kante einer mit NaN3 azidierten (Prozess A) und mit 1-Ethinyl-3,5-
bis(trifluormethyl)benzol in tert-Butanol/Wasser geclickten Si3N4-Oberflächen. 
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Abbildung 89: NEXAFS F K-Kante einer mit NaN3 azidierten (Prozess A) und mit 1-Ethinyl-3,5-
bis(trifluormethyl)benzol in tert-Butanol/Wasser geclickten Si3N4-Oberflächen. 
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Abbildung 90: ToF-SIMS-Massenspektrum einer mit NaN3 azidierten (Prozess A) und mit 1-Ethinyl-3,5-
bis(trifluormethyl)-benzol in tert-Butanol/Wasser geclickten Si3N4-Oberflächen. 
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7.5. Azidierung mit Natriumazid mit tert-Butylnitrit (Prozess D) und CuAAC in 

Ethanol

 

Abbildung 91: C 1s-SR-XP-Spektren einer mit NaN3 in Anwesenheit von tert-Butylnitrit azidierten (Prozess D) und 
mit 1-Ethinyl-3,5-bis(trifluormethyl)benzol in Ethanol geclickten Si3N4-Oberflächen (θ=60°, z95=1.8 nm 

(h=385 eV)). 
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Abbildung 92: F 1s-SR-XP-Spektren einer mit NaN3 in Anwesenheit von tert-Butylnitrit azidierten (Prozess D) 
und mit 1-Ethinyl-3,5-bis(trifluormethyl)benzol in Ethanol geclickten Si3N4-Oberflächen (θ=60°, z95=0.7 nm 

(h=780 eV)). 
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Abbildung 93: N 1s-SR-XP-Spektren einer mit NaN3 in Anwesenheit von tert-Butylnitrit azidierten (Prozess D) 
und mit 1-Ethinyl-3,5-bis(trifluormethyl)benzol in Ethanol geclickten Si3N4-Oberflächen (θ=60°, z95=2.3 nm 

(h=500 eV)). 
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Abbildung 94: C K-Kante einer mit NaN3 in Anwesenheit von tert-Butylnitrit azidierten (Prozess D) und mit 1-
Ethinyl-3,5-bis(trifluormethyl)benzol in Ethanol geclickten Si3N4-Oberflächen. 
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Abbildung 95: ToF-SIMS-Massenspektrum einer mit NaN3 in Anwesenheit von tert-Butylnitrit azidierten (Prozess 
D) und mit 1-Ethinyl-3,5-bis(trifluormethyl)benzol in Ethanol geclickten Si3N4-Oberflächen. 
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7.6. Azidierung mit Natriumazid mit tert-Butylnitrit (Prozess D) und CuAAC in tert-

Butanol/Wasser  

Abbildung 96: C 1s-SR-XP-Spektren einer mit NaN3 in Anwesenheit von tert-Butylnitrit azidierten (Prozess D) und 
mit 1-Ethinyl-3,5-bis(trifluormethyl)benzol in tert-Butanol/Wasser geclickten Si3N4-Oberflächen (θ=60°, 

z95=1.8 nm (h=385 eV)). 
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Abbildung 97: F 1s-SR-XP-Spektren einer mit NaN3 in Anwesenheit von tert-Butylnitrit azidierten (Prozess D) und 
mit 1-Ethinyl-3,5-bis(trifluormethyl)benzol in tert-Butanol/Wasser geclickten Si3N4-Oberflächen (θ=60°, 

z95=0.7 nm (h=780 eV)). 
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Abbildung 98: N 1s-SR-XP-Spektren einer mit NaN3 in Anwesenheit von tert-Butylnitrit azidierten (Prozess D) und 
mit 1-Ethinyl-3,5-bis(trifluormethyl)benzol in tert-Butanol/Wasser geclickten Si3N4-Oberflächen (θ=60°, 

z95=2.3 nm (h=500 eV)). 
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Abbildung 99: NEXAFS C K-Kante einer mit NaN3 in Anwesenheit von tert-Butylnitrit azidierten (Prozess D) und 
mit 1-Ethinyl-3,5-bis(trifluormethyl)benzol in tert-Butanol/Wasser geclickten Si3N4-Oberflächen. 
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Abbildung 100: NEXAFS F K-Kante einer mit NaN3 in Anwesenheit von tert-Butylnitrit azidierten (Prozess D) und 
mit 1-Ethinyl-3,5-bis(trifluormethyl)benzol in tert-Butanol/Wasser geclickten Si3N4-Oberflächen. 
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Abbildung 101: ToF-SIMS-Massenspektrum einer mit NaN3 in Anwesenheit von tert-Butylnitrit azidierten 
(Prozess D) und mit 1-Ethinyl-3,5-bis(trifluormethyl)benzol in tert-Butanol/Wasser geclickten Si3N4-Oberflächen. 
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7.7. Negativkontrolle (BHF+CuAAC) 

 

Abbildung 102: C 1s-SR-XP-Spektren einer mit 1-Ethinyl-3,5-bis(trifluormethyl)benzol geclickten Si3N4-

Oberfläche ohne vorherige Azidierung (Negativkontrolle) (θ=60°, z95=1.8 nm (h=385 eV)). 



Anhang | Spektrenanhang 

 

173 
 

 

Abbildung 103: N 1s-SR-XP-Spektren einer mit 1-Ethinyl-3,5-bis(trifluormethyl)benzol geclickten Si3N4-

Oberfläche ohne vorherige Azidierung (Negativkontrolle) (θ=60°, z95=2.3 nm (h=500 eV)). 
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7.8. Azidierung mit Natriumazid (Prozess A) und CuAAC mit Biotin in Methanol 

und Interaktion mit Streptavidin 

 

 

Abbildung 104: C 1s-SR-XP-Spektren einer mit NaN3 azidierten (Prozess A) und mit Biotin-PEG4-Alkin in Methanol 

geclickten und mit Streptavidin interagierenden Si3N4-Oberflächen (θ=0°, z95=3.7 nm (h=385 eV)). 



Anhang | Spektrenanhang 

 

175 
 

 

Abbildung 105: C 1s-SR-XP-Spektren einer mit NaN3 azidierten (Prozess A) und mit Biotin-PEG4-Alkin in 

Methanol geclickten und mit Streptavidin interagierenden Si3N4-Oberflächen (θ=60°, z95=1.8 nm (h=385 eV)). 
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Abbildung 106: N 1s-SR-XP-Spektren einer mit NaN3 azidierten (Prozess A) und mit Biotin-PEG4-Alkin in Methanol 

geclickten und mit Streptavidin interagierenden Si3N4-Oberflächen (θ=0°, z95=4.5 nm (h=500 eV)). 
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Abbildung 107: N 1s-SR-XP-Spektren einer mit NaN3 azidierten (Prozess A) und mit Biotin-PEG4-Alkin in Methanol 

geclickten und mit Streptavidin interagierenden Si3N4-Oberflächen (θ=60°, z95=2.3 nm (h=500 eV)). 
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Abbildung 108: NEXAFS C K-Kante C 1s-SR-XP-Spekten einer mit NaN3 azidierten (Prozess A) und mit Biotin-PEG4-
Alkin in Methanol geclickten und mit Streptavidin interagierenden Si3N4-Oberfläche im Vergleich zu einer 
gereinigten Si3N4-Oberfläche. 
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Abbildung 109: NEXAFS O K-Kante einer mit NaN3 azidierten (Prozess A) und mit Biotin-PEG4-Alkin in Methanol 
geclickten und mit Streptavidin interagierenden Si3N4-Oberfläche im Vergleich zu einer gereinigten Si3N4-
Oberfläche. 
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Abbildung 110: ToF-SIMS-Massenspektrum einer mit NaN3 azidierten (Prozess A) und mit Biotin-PEG4-Alkin 
geclickten und mit Streptavidin interagierenden Si3N4-Oberflächen. 
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7.9. Azidierung mit Natriumazid (Prozess A) und CuAAC mit Biotin in DMF und 

Interaktion mit Streptavidin 

 

Abbildung 111: C 1s-SR-XP-Spektren einer mit NaN3 azidierten (Prozess A) und mit Biotin-PEG4-Alkin in DMF 

geclickten und mit Streptavidin interagierenden Si3N4-Oberflächen (θ=0°, z95=3.7 nm (h=385 eV)). 
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Abbildung 112: C 1s-SR-XP-Spektren einer mit NaN3 azidierten (Prozess A) und mit Biotin-PEG4-Alkin in DMF 

geclickten und mit Streptavidin interagierenden Si3N4-Oberflächen (θ=60°, z95=1.8 nm (h=385 eV)). 
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Abbildung 113: N 1s-SR-XP-Spektren einer mit NaN3 azidierten (Prozess A) und mit Biotin-PEG4-Alkin in DMF 

geclickten und mit Streptavidin interagierenden Si3N4-Oberflächen (θ=0°, z95=4.5 nm (h=500 eV)). 
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Abbildung 114: N 1s-SR-XP-Spektren einer mit NaN3 azidierten (Prozess A) und mit Biotin-PEG4-Alkin in DMF 

geclickten und mit Streptavidin interagierenden Si3N4-Oberflächen (θ=60°, z95=2.3 nm (h=500 eV)). 
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Abbildung 115: NEXAFS C K-Kante einer mit NaN3 azidierten (Prozess A) und mit Biotin-PEG4-Alkin in DMF 
geclickten und mit Streptavidin interagierenden Si3N4-Oberflächen im Vergleich zu einer gereinigten Si3N4-
Oberfläche. 
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Abbildung 116: NEXAFS O K-Kante einer mit NaN3 azidierten (Prozess A) und mit Biotin-PEG4-Alkin in DMF 
geclickten und mit Streptavidin interagierenden Si3N4-Oberflächen im Vergleich zu einer gereinigten Si3N4-
Oberfläche. 
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7.10. Azidierung mit Natriumazid mit tert-Butylnitrit (Prozess D) und CuAAC 

mit Biotin in Methanol und Interaktion mit Streptavidin 

 

 

Abbildung 117: C 1s-SR-XP-Spektren einer mit NaN3 in Anwesenheit von tBuONO azidierten (Prozess D) und mit 
Biotin-PEG4-Alkin in Methanol geclickten und mit Streptavidin interagierenden Si3N4-Oberflächen (θ=0°, 

z95=3.7 nm (h=385 eV)). 
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Abbildung 118: C 1s-SR-XP-Spektren einer mit NaN3 in Anwesenheit von tBuONO azidierten (Prozess D) und mit 
Biotin-PEG4-Alkin in Methanol geclickten und mit Streptavidin interagierenden Si3N4-Oberflächen (θ=60°, 

z95=1.8 nm (h=385 eV)). 
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Abbildung 119: N 1s-SR-XP-Spektren einer mit NaN3 in Anwesenheit von tBuONO azidierten (Prozess D) und mit 
Biotin-PEG4-Alkin in Methanol geclickten und mit Streptavidin interagierenden Si3N4-Oberflächen (θ=0°, 

z95=4.5 nm (h=500 eV)). 
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Abbildung 120: N 1s-SR-XP-Spektren einer mit NaN3 in Anwesenheit von tBuONO azidierten (Prozess D) und mit 
Biotin-PEG4-Alkin in Methanol geclickten und mit Streptavidin interagierenden Si3N4-Oberflächen (θ=60°, 

z95=2.3 nm (h=500 eV)). 



Anhang | Spektrenanhang 

 

191 
 

 

Abbildung 121: NEXAFS C K-Kante mit NaN3 in Anwesenheit von tBuONO azidierten (Prozess D) und mit Biotin-
PEG4-Alkin in Methanol geclickten und mit Streptavidin interagierenden Si3N4-Oberfläche im Vergleich zu einer 
gereinigten Si3N4-Oberfläche. 
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Abbildung 122: ToF-SIMS-Massenspektrum mit NaN3 in Anwesenheit von tBuONO azidierten (Prozess D) und mit 
Biotin-PEG4-Alkin in Methanol geclickten und mit Streptavidin interagierenden Si3N4-Oberfläche. 
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7.11. Azidierung mit Natriumazid mit tert-Butylnitrit (Prozess D) und CuAAC 

mit Biotin in DMF und Interaktion mit Streptavidin 

 

Abbildung 123: C 1s-SR-XP-Spektren einer mit NaN3 in Anwesenheit von tBuONO azidierten (Prozess D) und mit 
Biotin-PEG4-Alkin in DMF geclickten und mit Streptavidin interagierenden Si3N4-Oberfläche (θ=0°, z95=3.7 nm 

(h=385 eV)). 
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Abbildung 124: C 1s-SR-XP-Spektren einer mit NaN3 in Anwesenheit von tBuONO azidierten (Prozess D) und mit 
Biotin-PEG4-Alkin in DMF geclickten und mit Streptavidin interagierenden Si3N4-Oberfläche (θ=60°, z95=1.8 nm 

(h=385 eV)). 
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Abbildung 125: N 1s-SR-XP-Spektren einer mit NaN3 in Anwesenheit von tBuONO azidierten (Prozess D) und mit 
Biotin-PEG4-Alkin in DMF geclickten und mit Streptavidin interagierenden Si3N4-Oberfläche (θ=0°, z95=4.5 nm 

(h=500 eV)). 



Anhang | Spektrenanhang 

 

196 

 

Abbildung 126: N 1s-SR-XP-Spektren einer mit NaN3 in Anwesenheit von tBuONO azidierten (Prozess D) und mit 
Biotin-PEG4-Alkin in DMF geclickten und mit Streptavidin interagierenden Si3N4-Oberfläche (θ=60°, z95=2.3 nm 

(h=500 eV)). 
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Abbildung 127: NEXAFS C K-Kante einer mit NaN3 in Anwesenheit von tBuONO azidierten (Prozess D) und mit 
Biotin-PEG4-Alkin in DMF geclickten und mit Streptavidin interagierenden Si3N4-Oberfläche im Vergleich zu einer 
gereinigten Si3N4-Oberfläche. 



Anhang | Spektrenanhang 

 

198 

 

Abbildung 128: NEXAFS O K-Kante einer mit NaN3 in Anwesenheit von tBuONO azidierten (Prozess D) und mit 
Biotin-PEG4-Alkin in DMF geclickten und mit Streptavidin interagierenden Si3N4-Oberfläche im Vergleich zu einer 
gereinigten Si3N4-Oberfläche. 
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7.12. Negativkontrolle: Si-NHx-Oberfläche inkubiert mit Streptavidin 

 

Abbildung 129: C 1s-SR-XP-Spektren einer mit Streptavidin interagierenden Si3N4-Oberfläche ohne vorherige 

Azidierung bzw. Click-Reaktion mit Biotin-PEG4-Alkin (Negativkontrolle) (θ=0°, z95=3.7 nm (h=385 eV)). 
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Abbildung 130: C 1s-SR-XP-Spektren einer mit Streptavidin interagierenden Si3N4-Oberfläche ohne vorherige 

Azidierung bzw. Click-Reaktion mit Biotin-PEG4-Alkin (Negativkontrolle) (θ=60°, z95=1.8 nm (h=385 eV)). 
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Abbildung 131: N 1s-SR-XP-Spektren einer mit Streptavidin interagierenden Si3N4-Oberfläche ohne vorherige 

Azidierung bzw. Click-Reaktion mit Biotin-PEG4-Alkin (Negativkontrolle) (θ=0°, z95=4.5 nm (h=500 eV)). 
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Abbildung 132: N 1s-SR-XP-Spektren einer mit Streptavidin interagierenden Si3N4-Oberfläche ohne vorherige 

Azidierung bzw. Click-Reaktion mit Biotin-PEG4-Alkin (Negativkontrolle) (θ=60°, z95=2.3 nm (h=500 eV)). 



Anhang | Spektrenanhang 

 

203 
 

 

Abbildung 133: NEXAFS C K-Kante einer mit Streptavidin interagierenden Si3N4-Oberfläche ohne vorherige 
Azidierung bzw. Click-Reaktion mit Biotin-PEG4-Alkin (Negativkontrolle) im Vergleich zu einer gereinigten Si3N4-
Oberfläche. 
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Abbildung 134: NEXAFS O K-Kante einer mit Streptavidin interagierenden Si3N4-Oberfläche ohne vorherige 
Azidierung bzw. Click-Reaktion mit Biotin-PEG4-Alkin (Negativkontrolle) im Vergleich zu einer gereinigten Si3N4-
Oberfläche.  
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7.13. Negativkontrolle: Si-N3-Oberfläche (Prozess C) inkubiert mit 

Streptavidin  

 

Abbildung 135: C 1s-SR-XP-Spektren einer mit Streptavidin interagierenden Si3N4-Oberfläche nach der 
Azidierung nach Prozess C ohne vorherige Click-Reaktion mit Biotin-PEG4-Alkin (Negativkontrolle) (θ=0°, 

z95=3.7 nm (h=385 eV)). 
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Abbildung 136: C 1s-SR-XP-Spektren einer mit Streptavidin interagierenden Si3N4-Oberfläche nach der 
Azidierung nach Prozess C ohne vorherige Click-Reaktion mit Biotin-PEG4-Alkin (Negativkontrolle) (θ=60°, 

z95=1.8 nm (h=385 eV)). 
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Abbildung 137: N 1s-SR-XP-Spektren einer mit Streptavidin interagierenden Si3N4-Oberfläche nach der 
Azidierung nach Prozess C ohne vorherige Click-Reaktion mit Biotin-PEG4-Alkin (Negativkontrolle) (θ=0°, 

z95=4.5 nm (h=500 eV)). 
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Abbildung 138: N 1s-SR-XP-Spektren einer mit Streptavidin interagierenden Si3N4-Oberfläche nach der 
Azidierung nach Prozess C ohne vorherige Click-Reaktion mit Biotin-PEG4-Alkin (Negativkontrolle) (θ=60°, 

z95=2.3 nm (h=500 eV)). 
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Abbildung 139: NEXAFS C K-Kante einer mit Streptavidin interagierenden Si3N4-Oberfläche nach der Azidierung 
nach Prozess C ohne vorherige Click-Reaktion mit Biotin-PEG4-Alkin (Negativkontrolle) im Vergleich zu einer 
gereinigten SiN4-Oberfläche. 
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Abbildung 140: NEXAFS O K-Kante einer mit Streptavidin interagierenden Si3N4-Oberfläche nach der Azidierung 
nach Prozess C ohne vorherige Click-Reaktion mit Biotin-PEG4-Alkin (Negativkontrolle) im Vergleich zu einer 
gereinigten Si3N4-Oberfläche.



Anhang | Spektrenanhang 

 

211 
 

7.14. Negativkontrolle: Si-N3-Oberfläche (Prozess A) inkubiert mit 

Streptavidin 

 

Abbildung 141: C 1s-SR-XP-Spektren einer mit Streptavidin interagierenden Si3N4-Oberfläche nach der 

Azidierung nach Prozess A ohne vorherige Click-Reaktion mit Biotin-PEG4-Alkin (Negativkontrolle) (θ=0°, 

z95=3.7 nm (h=385 eV)). 
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Abbildung 142: C 1s-SR-XP-Spektren einer mit Streptavidin interagierenden Si3N4-Oberfläche nach der 

Azidierung nach Prozess A ohne vorherige Click-Reaktion mit Biotin-PEG4-Alkin (Negativkontrolle) (θ=60°, 

z95=1.8 nm (h=385 eV)). 
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Abbildung 143: N 1s-SR-XP-Spektren einer mit Streptavidin interagierenden Si3N4-Oberfläche nach der 

Azidierung nach Prozess A ohne vorherige Click-Reaktion mit Biotin-PEG4-Alkin (Negativkontrolle) (θ=60°, 

z95=4.5 nm (h=500 eV)). 
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Abbildung 144: N 1s-SR-XP-Spektren einer mit Streptavidin interagierenden Si3N4-Oberfläche nach der 

Azidierung nach Prozess A ohne vorherige Click-Reaktion mit Biotin-PEG4-Alkin (Negativkontrolle) (θ=60°, 

z95=2.3 nm (h=500 eV)). 
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Abbildung 145: NEXAFS C K-Kante einer mit Streptavidin interagierenden Si3N4-Oberfläche nach der Azidierung 

nach Prozess A ohne vorherige Click-Reaktion mit Biotin-PEG4-Alkin (Negativkontrolle) im Vergleich zu einer 

gereinigten Si3N4-Oberfläche. 
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Abbildung 146: NEXAFS O K-Kante einer mit Streptavidin interagierenden Si3N4-Oberfläche nach der Azidierung 

nach Prozess A ohne vorherige Click-Reaktion mit Biotin-PEG4-Alkin (Negativkontrolle) im Vergleich zu einer 

gereinigten Si3N4-Oberfläche. 
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7.15. Negativkontrolle: Si-N3-Oberfläche (Prozess D) inkubiert mit Streptavidin 

 

 

Abbildung 147: C 1s-SR-XP-Spektren einer mit Streptavidin interagierenden Si3N4-Oberfläche nach der 
Azidierung nach Prozess D ohne vorherige Click-Reaktion mit Biotin-PEG4-Alkin (Negativkontrolle) (θ=0°, 

z95=3.7 nm (h=385 eV)). 
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Abbildung 148: C 1s-SR-XP-Spektren einer mit Streptavidin interagierenden Si3N4-Oberfläche nach der 
Azidierung nach Prozess D ohne vorherige Click-Reaktion mit Biotin-PEG4-Alkin (Negativkontrolle) (θ=60°, 

z95=1.8 nm (h=385 eV)). 
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Abbildung 149: N 1s-SR-XP-Spektren einer mit Streptavidin interagierenden Si3N4-Oberfläche nach der 
Azidierung nach Prozess D ohne vorherige Click-Reaktion mit Biotin-PEG4-Alkin (Negativkontrolle) (θ=0°, 

z95=4.5 nm (h=500 eV)). 
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Abbildung 150: N 1s-SR-XP-Spektren einer mit Streptavidin interagierenden Si3N4-Oberfläche nach der 
Azidierung nach Prozess D ohne vorherige Click-Reaktion mit Biotin-PEG4-Alkin (Negativkontrolle) (θ=60°, 

z95=2.3 nm (h=500 eV)). 
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Abbildung 151: NEXAFS C K-Kante einer mit Streptavidin interagierenden Si3N4-Oberfläche nach der Azidierung 
nach Prozess D ohne vorherige Click-Reaktion mit Biotin-PEG4-Alkin (Negativkontrolle) im Vergleich zu einer 
gereinigten Si3N4-Oberfläche. 
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Abbildung 152: NEXAFS O K-Kante einer mit Streptavidin interagierenden Si3N4-Oberfläche nach der Azidierung 
nach Prozess D ohne vorherige Click-Reaktion mit Biotin-PEG4-Alkin (Negativkontrolle) im Vergleich zu einer 
gereinigten Si3N4-Oberfläche.  
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7.16. Negativkontrolle: Si-NHx-Oberfläche inkubiert mit CuL2  

 

 

 

 

Abbildung 153: C 1s-SR-XP-Spektren einer mit dem CuL2 -Komplex reagierten Si3N4-Oberfläche ohne vorherige 

Immobilisierung des Liganden L1 (Negativkontrolle) (θ=0°, z95=3.7 nm (h=385 eV)). 
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Abbildung 154: F 1s-SR-XP-Spektren einer mit dem CuL2 -Komplex reagierten Si3N4-Oberfläche ohne vorherige 

Immobilisierung des Liganden L1 (Negativkontrolle) (θ=0°, z95=2.0 nm (h=780 eV)). 
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Abbildung 155: N 1s-SR-XP-Spektren einer mit dem CuL2 -Komplex reagierten Si3N4-Oberfläche ohne vorherige 

Immobilisierung des Liganden L1 (Negativkontrolle) (θ=0°, z95=4.5 nm (h=500 eV)). 
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Abbildung 156: Cu 2p-Labor-XP-Spektren einer mit dem CuL2-Komplex reagierten Si3N4-Oberfläche ohne 

vorherige Immobilisierung des Liganden L1 (Negativkontrolle) (θ=0°, z95= 10 nm (h=1487 eV)). 
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Abbildung 157: NEXAFS C K-Kante einer mit dem Komplex CuL2 Si3N4-Oberfläche ohne vorherige Immobilisierung 
des Liganden L1 (Negativkontrolle) im Vergleich zu einer Si3N4-Oberfläche. 
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