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(57) Abstract

The successful bonding of bioactive material, especially
enzymes, to the signal-active surface of a biosensor can
be achieved by means of a heterobifunctional crosslinking
agent having a group A reactive for the signal-active surface,
e.g. a group reacting with -OH, -SH or -NHyx, and a
photoactivatable, biomaterial-reactive group B. Known groups
B are, in particular, azidophenyl and azidosalicylic groups.
Crosslinking agents containing such groups B on the one hand
and succinimide ester groups on the other are commercially
available and hence particularly attractive. The signal-active
surface can be especially a Si3Ny4 surface with reactive NHy
groups, as can be obtained from the gas phase by SiH4#/NH3
reaction, especially on a fresh SiO; surface, and has been freed
from oxides especially by treatment with dilute hydrofluoric
acid.

(57) Zusammenfassung

Die erfolgreiche Anbindung von bioaktivem Material,
insbesondere von Enzymen, an die signalaktive Oberfliche
eines Biosensors kann mittels eines heterobifunktionellen
Crosslinkers erreicht werden, der eine fiir die signalaktive
Oberfliche reaktive Gruppe A - wie eine mit -OH, -SH
oder -NH, reagierende Gruppe - einerseits und eine photoak-
tivierbare, biomaterialreaktive Gruppe B andererseits aufweist.
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Bekannte Gruppen B sind insbesondere Azidophenyl- und Azidosalicylgruppen. Solche Gruppen B einerseits sowie Succinimidester-Gruppen
andererseits enthaltende Crosslinker sind im Handel erhiltlich und somit besonders attraktiv. Als signalaktive Oberfliche dient insbesondere
eine Si3N4-Oberfliche mit reaktiven NHy-Gruppen, wie sie aus der Gasphase durch SiH¢/NHj3-Umsetzung, insbesondere auf einer frischen
Si0O;-Oberfiiche erhalten werden kann und insbesondere durch Behandlung mit verdiinnter FluBsure von Oxiden befreit worden ist.
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Beschreibung

Biosensor mit auf einer signalaktiven Oberflidche kova-

lent fixiertem Biomaterial

Die Erfindung bezieht sich auf Biosensoren, insbesonde-
re auf dem Feldeffekt basierende Biosensoren, mit einer
ggf. silanisierten signalaktiven Oberfl&che, an die

sensorisches Biomaterial mittels eines Crosslinkers ge-

bunden ist.

Biosensoren, die fiir einen selektiven Nachweis bestimm-
ter Analyten von enzymatischen Reaktionen Gebrauch ma-
chen, befinden sich bereits seit langerer Zeit in um-

fanglicher Entwicklung.

Grundsétzlich umfassen solche Sensoren eine Biomateri-
al, wie z.B. Enzym, enthaltende Oberfléchenschicht, die
dem zu Uberprifenden Medium - insbesondere Flissigkeit
- ausgesetzt wird. Die unter Einwirkung des Analyten
vom Biomaterial gelieferte Information wird von einem
Transduktor-Element umgewandelt und mittels ggf. inte-
grierter elektronischer Signalverarbeitung schlieflich
in registrierbarer Form erhalten. Als Transduktoren
sind insbesondere potentiometrische und amperometrische

Elektroden, wie Feldeffektstrukturen usw., im Gesprach.
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Ein besonderes Problem solcher biomaterialhaltigen Sen-
soren ist die ausreichende, d.h. insbesondere bleiben-

de, Fixierung bzw. Immobilisierung des Biomaterials an

der Sensoroberflidche mit hoher flachenspezifischer Ak-

tivitat unter bestmdglicher Vermeidung einer Aktivi-

tatsminderung durch die Art der Immobilisierung.

Als sensorisches Biomaterial kommen unterschiedliche
Formen wie z.B. Enzyme, Mikroorganismen, Zellen, Anti-
kérper, Antigene, Organellen oder Gewebeschnitte in Be-
tracht. Vornehmlich finden sich in der einschldgigen
Literatur jedoch Arbeiten Uber enzymhaltige Biosenso-
ren, so daf im nachfolgenden vereinfachend enzymhaltige

Biosensoren behandelt werden.

Als Immobilisierungstechniken sind die rein adsorptive
Anlagerung, die Einbindung in Polymerschichten, die
Vernetzung der Enzymmolekiile untereinander und die ko-
valente Anbindung der Enzyme an den Sensor bekannt. FUr
das kovalente Anbinden des Enzyms an die vorwiegend
oxidische Sensorfladche wird diese Ublicherweise silani-
siert (meist mit einem Aminocalkylalkoxysilan) und an-
schlieRBend mittels Glutaraldehyd fir eine Ankopplung
des Enzyms an-die silanisierte Oberflache gesorgt
(siehe Anal.Chim.Acta 245 (1991) Seiten 89 - 99). Es
wurde aber auch bereits eine Silanisierung von Si;N,-
Oberflichen mit anschlieflender kovalenter Anbindung

mittels unterschiedlicher Crosslinker beschrieben
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(siehe R.A. Williams et al., Biosensors & Bioelectro-

nics 9 (199%4) 159-67).

Daneben wurde auch die Verwendung von thiol-
terminierten Silanen empfohlen mit nachfolgender Prote-
in-Immobilisierung mittels eines heterobifunktionellen
Crosslinkers wie z.B. mit N-Hydroxy-succinimidestern
wie N-Succinimidyl-3-(2-pyridyldithio) -propionat
(SPDS), N-Succinimidyl-p-jodacetylamido-benzoat (SIAB),
N-Succinimidyl-4- (p-male-imido-phenyl) -butyrat (SMPB)
oder N-Succinimidyl-m-maleimido-benzoat-derivaten (MBS-
Derivaten) (siehe S.K. Bathia et al. Anal.Biochem. 178
(1989) 408-13).

Eine direkte Anbindung von Enzymen und Mikroorganismen
an eine durch Plasmapolymerisation erzeugte Si;N,-
Oberflache wird in der JP 61 087 699 von 1986 beschrie-
ben, wofir Glutaraldehyd oder Diisocyanat verwendet

werden sollen.

Die Reaktivitat der funktionellen Gruppen sowohl der
homo- oder bifunktionellen Crosslinker als auch der be-
troffenen Bindungspartner lafst Oligomerbildung und Di-
versifizierungen der Kopplungen zu, so daf3 die exakte
kovalente Anbindung eines Biomoleklils Uber ein Cross-
linker-Moleklil an die signalaktive Oberfldche nicht ge-

wdhrleistet erscheint.
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Es wurde daher eine neue Art der Biomaterialimmobili-
sierung an Sensoroberfldchen entwickelt, die zu eindeu-
tigen Produkten mit hoher Sensitivitdt und Standzeit

fihrt.

Die erfindungsgemadfien Biosensoren der eingangs genann-
ten Art sind im wesentlichen dadurch gekennzeichnet,
dafR der Crosslinker durch einen heterobifunktionellen
Crosslinker mit einer fir die signalaktive Oberfléache
spezifisch reaktiven Gruppe (A) einerseits und einer
photoaktivierbaren biomaterial-reaktiven Gruppe (B) an-

dererseits gebildet wird.

Mit einem solchen heterobifunktionellen Crosslinker,
dessen biomaterial-reaktive Gruppe erst durch Photoak-
tivierung zur Reaktion gebracht wird, kann eine eindeu-
tige Kopplung des Biomaterials an der Oberfléache er-
reicht werden, indem zundchst unter Vermeidung der Pho-
toaktivierung eine Umsetzung des Crosslinkers mit der
Oberflache Uber eine entsprechend reaktive Gruppe vor-
genommen wird. Nach Entfernung uberschiussiger {(nicht-
gebundener) Crosslinker-Reste erfolgt dann die Umset-

zung mit Biomaterial unter entsprechender Belichtung.

Als Oberfldchen kommen insbesondere Halbleitermateria-
lien wie Germanium oder Silicium sowie oxidische Mate-
rialien wie Siliciumoxid, Aluminiumoxid, Tantaloxid u.
dgl. in reaktiver Form oder silanisiert in Frage, wobei

insbesondere Mercapto- oder Aminogruppen aufweisende
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Silanisierungsschichten, z.B.auf Siliciumdioxid aufge-
bracht werden. Zweckmaf3ig ist auch eine Si;N,-
Oberflachenschicht mit reaktiven Gruppen, insbesondere
NH,- Gruppen, die fir eine Kopplung insbesondere mit
Aldehydgruppen, Estergruppen oder Imidoestergruppen zur

Verfiigung stehen.

Als photoaktivierbare, mit Biomaterial umsetzbare Grup-
pen eignen sich insbesondere alicyclisch oder aroma-
tisch gebundene Nitro- oder Azidogruppen, die mit pro-
teinischem Material unter Belichtung reagieren. Bekannt
sind diesbezliglich Azidophenylreste oder Azidosalicyl-
reste als Gruppe B enthaltende Crosslinker mit N-
Hydroxy-succinimidoester-Gruppe als Gruppe A. Solche
Crosslinker sind im Handel erhaltlich (s. z.B.

, immunoTechnology Catalog & Handbook"“ der Fa. Pierce

von 1992/3; E 34-46).

Die photoaktivierte Umsetzung einer Azidophenylverbin-
dung mit Protein unter Lichteinstrahlung der Wellenlan-

ge 265-275 nm erfolgt z.B. nach der Gleichung:

R N3 + Protein =3 R NH~Protein

Als R eignen sich auf Grund ihrer Verfligbarkeit insbe-
sondere Reste mit einer N-Hydroxy-
succinimidoestergruppe als endsténdige Gruppe A, die

mit NH,-Gruppen in folgender Weise reagieren kann
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Als mit SH-Gruppen reagierende Funktionen A des Cross-

linkers sind Disulfidgruppen bekannt.

Die Bildung von Siliciumnitridoberflichen kann insbe-
sondere durch Abscheidung in CVD Technik aus einem
SiH,/NH;-Gemisch erreicht werden (siehe A. Garde et a..
in ESSDERC 1994 - 11.-15%. Sept. 19%4 Ed. C. Hill & P.
Ashburn). Sie nehmen an Luft Sauerstoff auf und neigen
bei Einwirkung von Feuchtigkeit zur Hydrolyse unter
Bildung von Si-OH, Si-NH und Si-NH, Gruppen. Diese mit
der Gruppe A des Crosslinkers reaktiven Gruppen koénnen
fur die Ankupplung von Biomaterial an die Nitridober-

flache ausgenutzt werden.

Besonders zweckméffig wird bei der Realisierung der er-
findungsgeméffen Sensoren eine durch Behandlung mict ver-
dinnter Fluflsdure von Oxiden befreite Si;N,-Oberfléche
benutzt, mit deren NH,-Gruppen oder auch NH-Gruppen ein
Crosslinker reagiert, dessen photoaktivierbare Funkction
B nachfolgend mit dem Protein zur Reaktion gebracht

wird.

Als NH,-reaktive Gruppen A des Crosslinkers bieten sich

neben den bereits genannten auch Halogenid-, Epoxid-,
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Imid- oder Isocyanatfunktionen an. Eine Vielzahl von
Reaktionsméglichkeiten mit Aminogruppen findet sich im

Ubrigen z.B. in der US-PS 5 234 820.

Die nachfolgend im einzelnen angegebenen aminospezifi-
schen Reaktionen laufen bei Raumtemperatur in neutralem
bis leicht alkalischem pH-Wert ab. Erhdhung sowohl der
Temperatur als auch des pH-Werts steigert die Reakti-
onsgeschwindigkeit, jedoch auch die Hydrolyserate des
Crosslinkers. Der benutzte Puffer sollte weder Amine
noch andere Verbindungen enthalten, mit denen die funk-

tionellen Gruppen des Crosslinkers reagieren kdénnten.

N-Hydroxysuccinimidester reagiert insbesondere spezi-
fisch mit prim&ren Aminen. Unter Abspaltung von N-
Hydroxysuccinimid entsteht eine Amidbindung zwischen
dem primdren Amin und der Restgruppe des verwendeten
Esters. Sofern kein wasserldsliches Analogon verwendet
wird, muf ein Crosslinker, der diese funktionelle Grup-
pe besitzt zuerst in einer kleinen Menge eines organi-
schen Ldésungsmittels (z.B. DMSO) geldst und erst dann
auf die Endkonzentration in waBrigem Puffer verdinnt
werden. Die Ionenstédrke des Puffers sollte nicht zu
hoch sein um Aussalzungseffekte zu vermeiden. Ein
leicht alkalischer pH-Wert (7-9) garantiert, dafl sich

die primdren Amine in unproptoniertem Zustand befinden.
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Aldehyde verfligen lber eine stark reduzierende Car-

bonylgruppe. Diese reagiert mit primdren Aminen unter

Wasserabspaltung.

Die Reaktion von primdren Aminen mit Imidoestern l&uft
im pH-Bereich zwischen 8 und 9 ab. Der Ester wird dabei
abgespalten und das primdre Amin bildet mit der Imido-

gruppe eine Guanidinoverbindung.

Besitzt der Crosslinker als funktionelles Ende A eine
thiolspezifische Gruppe wie Maleimid, aktiviertes Halo-
genid oder Pyridyldisulfid, so muR die anzukoppelnde
Oberflache eine freie Sulfhydrylgruppe (iiberlicherweise
eine Mercaptoalkylgruppe eines Alkoxysilans) besit-
zen.Um eine Oxidation dieser Gruppen zu vermeiden, muf

der verwendete Puffer entgast werden.

Maleimid reagiert in leicht saurem bis neutralem Milieu
(pH 6,5 - 7,5), wahrend flir Halogenide und Pyridylsul-

fid pH-Werte gréfRer oder gleich 7 zu empfehlen sind.

Die Erfindung ist flir die Anbindung von Biomaterial,
insbesondere proteinischem Biomaterial, speziell unter-
schiedlichster Enzyme wie Hydrolasen, Oxidoreduktasen,
Transferasen, Lyasen, Isomerasen und Ligasen bzw. Syn-
thetasen, insbesonderen Penicillinase, Urease, Gluko-
seoxidase, Urokinase, Acetylcholinesterase, Butyrylcho-

linesterase oder Lactatoxidase fur Biosensoren brauch-
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bar. Sie wurde speziell am Beispiel von Penicillinsen-
soren getestet, weshalb sich die nachfolgende Beschrei-
bung auf solche bezieht. Dabei wird auf die angefigten
Bezeichnungen Bezug genommen. Diese zeigen schematisch:
Fig. 1 ein Sensorprinzip (Mefanordnung),
Fig. 2 eine typische MefRkurve fir einen Konzentrati-
onsbereich von 10 bis 107" Mol/1

Penicillin und
Fig. 3 die Kalibrierungskurve eines erfindungsgemafien

Sensors.

Beispiel:

Auf p- bzw. p'-dotierten Siliciumwafern (1 mOhm.cm - 30
Ohm.cm) wurde zuerst eine elektrisch nicht leitende
Schicht von Siliciumdioxid mit einer Dicke von 5 - 100
nm durch thermische Trockenoxidation zwischen 700 und
1200 °C (hier bei 1000 °C) in einem Diffusionsofen er-
zeugt . Darauf wurde ebenfalls nicht leitendes Silicium-
nitrid mit einer Dicke von 10-100 nm durch chemische
Abscheidung in der Gasphase (PECVD) aufgebracht. Das
Verhaltnis SiH,/NH, im Reaktionsgas betrug 2/1, die
Substrattemperatur 200 - 500 °C (hier 300 °C) und der
Druck wahrend der Abscheidung 1 - 3 Torr (hier 1,5
Torr) . Es folgte ein Temperschritt unter N,-Atmosphare
(5-60 Minuten bei 700-1000 °C). Schlieflich wurde die
unpolierte Substratseite mit einem Ohmschen Kontakt

(z.B. 10 - 1000 nm Al, Au) versehen. Das verwendete Ma-
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terial wurde durch thermisches Aufdampfen im Vakuum bei
einem Basisdruck <10™® mbar aufgebracht. Die Abschei-
dungsrate lag zwischen 0,1 und 10 nm/s. AnschliefRend
wurde der Wafer in einem RTA-Ofen bei 150 - 500 °C

(hier 400 °C) in N,-Atmosphire getempert.

Unmittelbar vor Beginn des Enzymimmobilisierungsprozes-
ses wurden die Wafer in Aceton, 2-Propanol und destil-

liertem Wasser im Ultraschallbad gereinigt und 10 - 60

s (hier 30 s) in verdinnter Flufsdure (1-10% HF) ge-

atzt.

Bei Verwendung des heterobifunktionellen Crosslinkers
ANB-NOS (N-5-Azido-2-nitrobenzoyloxysuccinimide) wurde
dieser zundchst in einer kleinen Menge DMSO geldst und
dann mit 0,2 M Triethanolaminpuffer (pH 5-9) auf eine
Endkonzentration von 0,5-10 mM verdinnt. Diese Ld&sung
wurde auf die Si;N,-Oberfldche aufgebracht und zwischen
5 und 40 Minuten lang bei Raumtemperatur inkubiert. Bei
niedrigerer Temperatur muf3 ladnger inkubiert werden.
Nichtan die Siliciumnitridoberfl&che gebundene Molekiile
wurden durch Absplilen mit Triethanolaminpuffer (TEA)
entfernt. Danach wurde das Enzym (Penicillinase, Typ 1
aus Bacillus Cereus, Sigma P 0389) in einem Puffer, der
keine Aminogruppen enthdlt (z.B. TEA, insbesondere
nicht TRIS- oder Glycinpuffer) geldst (1000-5000
Units/ml) und auf die mit Crosslinker vorbehandelte Si-
liciumnitridoberfldche gegeben. Nach einer Inkubations-

zeit von 1 - 240 min (hier 15 min) bei Temperaturen
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zwischen 4 und 60 °C, insbesondere bei Raumtemperatur
wurde die Anbindung der Enzymmoleklle an die noch freie
funktionelle Gruppe des Crosslinkers durch Licht im
Wellenl&ngenbereich von 320-350 nm induziert. Nach Ab-
schlufR des Immobilisierungsverfahrens wurden die ein-
satzfdhigen Penicillinsensoren mit 0,1 M TRIS-Puffer
(pH 7-8) und destilliertem Wasser gespllt und minde-
stens 10 Minuten an Luft bzw. unter N,- oder Inert-

gasatmosphdre getrocknet.

Mit den auf diese Weise hergestellten Feldeffektsenso-
ren wurden Messungen zur Bestimmung der Penicillinkon-

zentration in wé&fRrigen Lé&ésungen durchgefihrt.

In Fig. 1 ist die MefRanordnung schematisch dargestellt.
Der erfindungsgemif hergestellte Feldeffektsensor be-
stehend aus dem Siliciumsubstrat 1, der Isolatorschicht
2 (Siliciumdioxid und Siliciumnitrid), der Crosslinker-
schicht 3 und der Enzymschicht (Penicillinschicht) 4
wurden in eine Mefzelle integriert. Die Meflizelle wurde
mit einer waRrigen MeRldsung befillt, die Penicillin G
in einer Konzentration zwischen 107> und 1 Mol/l ent-
hielt. In die Mefldsung 6 taucht eine Referenzelektrode
(z.B. Ag/AgCl) 7 ein. Die Potentiale werden lber die
Referenzelektrode 7 und eine Kontaktelektrode 8 am Si-

liciumsubstrat abgegriffen.

In Fig. 2 ist eine typische Mefkurve dargestellt, die

im CONCAP (CONstant CAPacitance)-Modus im Konzentrati-
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onsbereich zwischen 107 und 10" Mol/l Penicillin auf-
genommen wurde. Penicillin G Natriumsalz (Sigma P 3032)
wurde dazu in 10 mM TRIS-HCI Puffer, pH 7 geldst. Mit
steigender Penicillinkonzentration steigt die Konzen-
tration der gebildeten Penicilloinsiure und somit die
Konzentration der Wasserstoffionen in unmittelbarer N&-
he der als pH-Transduktor wirkenden Siliciumnitridfla-
che. Dies hat eine Verschiebung des Potentials an der
Grenzfldache Siliciumnitrid/Elektolyt zu positiveren
bzw. negativeren Spannungswerten hin zur Folge. Die
Auftragung Uber der Zeit erlaubt eine Beobachtung des
konzentrationsabhdngigen Potentialverlaufs der Enzymre-
aktion. Zu gekennzeichneten Zeiten fand der Wechsel der

MefRldésungen statt.

Fig. 3 zeigt die aus Fig. 2 ermittelte chemische Uber-
tragungskennlinie. Sie stellt die Kalibrierungskurve
des erfindungsgemafs hergestellten Feldeffektsensors
dar. Angaben Uber die Sensitivitdt eines potentiometri-
schen Chemo- oder Biosensores werden im Hinblick auf
den zugrundeliegenden Nernstschen Zusammenhang im 1li-
nearen Bereich dieser Kurve, d.h. in dem Bereich, in
dem ein logarithmischer Zusammenhang zwischen der Peni-
cillinkonzentration und dem anliegenden Potential be-
steht, gemacht. Dieser Bereich liegt im erfindungsgemiaf
hergestellten Sensor zwischen pPenicillin G 2,3 und
3,3, was 0,5 und 5 mM entspricht. Die Empfindlichkeit

betragt 50 mV pro Dekade.
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Die exakte Lage des linearen Mefbereichs und die abso-
lute Empfindlichkeit hangen wesentlich von der Wahl der
Pufferzusammensetzung, dessen Konzentration, d.h. der
Pufferkapazitdt und dem pH-Wert ab. Durch geeignete
Wahl dieser Parameter kann der fir eine Messung erfor-
derlich Meflbereich gezielt eingestellt werden. Bei-
spielsweise liegt der lineare MeRbereich bei Verwendung
von IMIDAZOL-Puffer (pH 7) zwischen 2 und 20 mM Peni-
cillin, fir HEPES-Puffer etwa zwischen 1 und 10 mM. Er-
hoéhung des pH-Werts verschiebt die Lage der linearen
Bereiche der Kalibrationskurven zu hdheren Penicillin-
konzentrationen hin, Erniedrigung entsprechend zu nied-

rigeren.

Die erfindungsgemidff hergestellten Sensoren weisen eine
hohe Langzeitstabilit&t von mehr als 250 Tagen auf. Die

Empfindlichkeit liegt bei 50 mV pro Penicillindekade.

Die Herstellung eines Feldeffekttransitors, der im Ga-
tebereich einen gleichartigen Aufbau wie die in der Er-
findung beschriebene kapazitive Schichtstruktur auf-

welist, ist mdéglich.
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Patentanspriiche

1. Biosensor, insbesondere auf dem Feldeffekt basierender Biosensor,
mit einer ggf. silanisierten signalaktiven Oberfléche, an die sensori-
sches Biomaterial mittels eines Crosslinkers gebunden ist,

dadurch gekennzeichnet,

daB der Crosslinker durch einen heterobifunktionellen Crosslinker mit
einer fiir die signalaktive Oberfléche spezifisch reaktiven Gruppe (A)
einerseits und einer photoaktivierbaren biomaterial-reaktiven Gruppe (B)

andererseits gebildet wird.

2. Biosensor nach Anspruch 1,

dadurch gekennzeichnet,

daB der Crosslinker an die signalaktive Oberfléche iiber eine Kopplungs-
reaktion seiner Gruppe (A) mit -OH, -SH oder -NH, Gruppen der signal-
aktiven Oberfldche gebunden ist.

3. Biosensor nach Anspruch 2,

dadurch gekennzeichnet,

daB der Crosslinker an eine silanisierte Oberfléche oder an eine SizNg-
Oberfliche mit reaktiven NH, -Gruppen vermittels einer Kopplungs-

reaktion seiner Gruppe (A) gebunden ist.

4. Biosensor nach einem der Anspriiche 1 bis 3,

dadurch gekennzeichnet,

daB der Crosslinker an das Protein des Biomaterials iiber eine photo-
aktivierte Kopplungsreaktion einer Azido- oder Nitro-Gruppe (B) des

Crosslinkers gebunden ist.
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5. Biosensor nach Anspruch 4,

dadurch gekennzeichnet,

daB die photoaktivierte Kopplungsreaktion mit einer aromatisch gebundenen

Nitro- oder Azido-Gruppe (B) erfolgt ist.

6. Biosensor nach Anspruch 3,

dadurch gekennzeichnet,

daB die Kopplung vermittels eines Crosslinkers mit einer Azidophenyl-
Gruppe erfolgt ist.

7. Biosensor nach Anspruch 2,
dadurch gekennzeichnet,
daB der Crosslinker an die Oberfliche vermittels einer Kopplungsreaktion

einer Aldehyd-, Ester- oder Imidoester-Gruppe (A) gebunden ist

8. Biosensor nach Anspruch 7,
dadurch gekennzeichnet,
daB der Crosslinker an die Oberfliche vermittels einer Kopplungsreaktion

einer N-Hydroxy-succinimidester-Gruppe (A) gebunden ist.

9. Biosensor nach einem der vorangehenden Anspriiche,
gekennzeichnet

durch eine signalaktive Oberflache mit einer 10 - 1000 nm dicken,

durch CVD aus einer SiH, /NH; -Mischung auf einer 8iO, -Flache abgeschiedenen

Si;N, -Oberflichenschicht.
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