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Beschreibung
Einleitung:

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft die Ver-
wendung von monodispersen Nanozeolithen mit
einer spezifischen PartikelgroRenverteilung in analy-
tischen Bestimmungsverfahren, Verfahren zur quali-
tativen und quantitativen Bestimmung eines oder
mehrerer neutraler oder positiv geladener Analyte in
einer Probe unter Verwendung derartiger Nanozeoli-
the sowie neue Chemosensoren auf Basis derartiger
Nanozeolithe mit einer Dotierung mit funktionalisier-
ten Farbstoffen oder Indikatoren.

Hintergrund:

[0002] Die vorliegende Erfindung befasst sich mit
analytischen Fragen und stellt ein neues Verfahren
zur Bestimmung von Analyten in biorelevanten
Medien mittels spektroskopischen Methoden bereit,
basierend auf der Verwendung von monodispersen
Nanozeolithen mit spezifischer PartikelgroRenvertei-
lung. Die Erfindung betrifft auBerdem neue Chemo-
sensoren und deren Verwendung in entsprechenden
Analyseverfahren sowie die Herstellung der monodi-
spersen Nanozeolithe und der darauf basierenden
Chemosensoren. Das erfindungsgemafle Verfahren
erlaubt insbesondere auch eine Assay-basierte
Detektion mit qualitativer und quantitativer Bestim-
mungsmaoglichkeit von positiv geladenen und neutra-
len Analyten in biorelevanten Medien, wie salinen
oder komplexen physiologischen Medien, mittels
monodisperser Nanozeolithe mit spezifischer Parti-
kelgréRenverteilung in spektroskopischen Messver-
fahren mittels Absorbanz oder Fluoreszenz.

[0003] Die Bereitstellung Assay-basierter Analyse-
verfahren ist von besonderem Interesse, da diese
die Moglichkeit des Upscalings zu einem High-Th-
roughput Screening (HPC) und damit der schnellen
und massenhaften Analyse von Proben (> 100 000
pro Tag) bieten.

[0004] Insbesondere biorelevante Analyten werden
in der Analytik und Diagnostik bisher entweder tUber
aufwendige und zeitintensive, gekoppelte Trennver-
fahren wie HPLC- oder GC-MS oder proteinbasierte
Assay-Verfahren nachgewiesen und quantifiziert.
Etablierte Assay-basierte Verfahren beruhen jedoch
auf der Anwendung hinreichend spezifischer Antige-
n-Antikérper Wechselwirkungen mit dem Nachteil
der Limitierung auf Antigene als Analyten, wodurch
zahlreiche korpereigene Substanzen, auf die keine
Immunantwort existiert, mittels solcher Verfahren
nicht nachweisbar sind. Des Weiteren ist die Herstel-
lung von Antikérpern sehr kostenintensiv. Die Durch-
fihrung HPLC- oder GC-MS basierter Verfahren
erfordert aulRerdem eine besondere technische Aus-
stattung sowie speziell geschultes Personal fir die
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Testdurchfiihrung. Heimanwendungen oder Schnell-
tests in Apotheken oder Arztpraxen sind damit nicht
moglich. Vor diesem Hintergrund ist der Einsatz kos-
tenguinstigerer Materialien in Assay-basierten Analy-
sen und die Bereitstellung vereinfachter Messmetho-
den sinnvoll und erstrebenswert.

Stand der Technik:

[0005] Alternative Materialien in Assay-basierten
Analysen wurden bereits in einigen Patentschriften
wie in EP3225590A1 und in WO2019238805A1
beschrieben. Darin werden spezielle Analyseverfah-
ren unter Verwendung von Chemosensoren aus der
Gruppe Alumino-Silikatbasierter Tragermaterialien in
Kombination mit Farbstoffen zum Nachweis von
(kdpereigenen) Neurotransmittern im Assay-Format
beschrieben.

[0006] Konkret beschreibt EP3225590A1 die Ver-
wendung Zeolith-basierter Chemosensoren zur
Detektion von positiv geladenen Gastmolekiilen,
wobei die Detektion verschiedener positiv geladener
Analyten mittels Emissionsspektroskopie erfolgt.
Das Messverfahren basiert auf der Messung der Sig-
nalabnahme des mit dem Zeolithen konjugierten
Farbstoffs aufgrund der Interaktion mit dem Analyten
in Medien wie Wasser oder HEPES-Puffer. Dabei
werden in dem darin beschriebenen Verfahren die
Farbstoffmolekiile einzeln in die Kavitaten der Zeoli-
the eingeflihrt.

[0007] In der WO2019238805A1 werden Analyse-
verfahren auf Basis kompetitiver Bindungsreaktionen
beschrieben.

[0008] Die in diesen Patentschriften beschriebenen
Verfahren haben den Nachteil, dass je nach Groflie
der Farbstoffmolekile und in Abhéngigkeit vom Ana-
lysemedium die Farbstoffmolekiile aus den Kavitaten
des Zeoliths herausgewaschen werden kénnen.

[0009] Die bislang verwendeten Chemosensoren in
den bekannten Analyseverfahren sind auflerdem auf
Emission (Fluoreszenz) als Signal beschrankt, was
auf Grund der unspezifischen Fluoreszenzspekt-
rum-Charakteristika nicht die Unterscheidung von
strukturell &hnlichen aber funktional unterschiedli-
chen Analyten, wie z.B. den Neurotransmittern
Dopamin und Serotonin, erlaubt. Bezogen auf die
Absorbanz ist nur die Messung von Festkdrper-UV--
Vis mdglich. Die Detektion von neutralen Molekulen
ist mit den bekannten Verfahren und den darin ver-
wendeten Chemosensoren nicht moglich.

[0010] Zudem sind diese bekannten Verfahren auf
niedersaline Bestimmungsmedien, d.h. ,Minimalpuf-
fer, beschrankt und nicht stabil genug fur die Anwen-
dung in salinen, biorelevanten Medien wie physiolo-
gischen Medien oder direkt in kdrpereigenen Flissig-
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keiten, wie Blut, menschlichem Urin etc.. Sedimenta-
tion und Instabilitdt der Chemosensoren in biorele-
vanten Medien (salinen oder komplexen Medien wie
z.B. Blut oder menschlichem Urin) limitiert die
Anwendbarkeit deutlich. Die bisherigen Alumino-Sili-
kat-basierten Chemosensoren zeigen eine uner-
wilnschte polydisperse Partikelverteilung im Mikro-
meterbereich und eine signifikante Sedimentation.
Dies fiihrt zu Problemen mit der Basislinie durch
negativen Drift (verursacht durch Sedimentation)
und erzeugt Batch-zu-Batch Unterschiede mit verrin-
gerter Reproduzierbarkeit bei deren Einsatz in proto-
typischen Assays. PartikelgroRenabhangige Eigen-
schaften wie ,Response time“ werden ebenso in
unvorteilhafter Weise durch die polydispersen Che-
mosensor-Partikel beeinflusst. Um Alterungseffekte
durch Sedimentation zu minimieren, mussen Disper-
sionen der bisherigen Alumino-Silikat-basierten Che-
mosensor-Partikel regelmafig ,frisch® hergestellt
werden, was unter verfahrensékonomischen und
Effizienz-Gesichtspunkten nachteilig ist.

[0011] Die Publikation von Li et al. ,Bioconjugated
Fluorescent Zeolite L Nanocrystals as Labels in Pro-
tein Microarrays®; small, 7, No. 22, 3193-3201, 2011
beschreibt die Verwendung von Zeolithen in Fluores-
zenz-basierten Analyseverfahren, worin ein fluores-
zenter Farbstoff in die Zeolith-L-Kavitaten geladen
und anschlieend die Silanolgruppen an der Auf3en-
seite der farbstoffbeladenen Zeolithpartikel in mehre-
ren Schritten funktionalisiert werden, um ausge-
wahlte Antikdrper auf dieser zu immobilisieren. Das
darin beschriebene Verfahren ist somit auf Protein--
Microassays mit Antigen-Antikérper-Wechselwir-
kung beschrankt, wohingegen kleine Neurotransmit-
ter, auf die keine direkte Bioantwort existiert, nicht
detektieren werden kénnen.

[0012] Die Publikation von Balwinder Kaur und
Rajendra Srivastava ,A polyaniline-zeolite nanocom-
posite material based acetylcholinesterase biosen-
sor for the sensitive detection of acetylcholine and
organophosphates®; New J. Chem., 39, 6899-6906,
2015 beschreibt ein Komposit eines Polyanilinfilms
mit Zeolithen in Form eines mit einem leitenden Poly-
merfilm oberflachenbeschichteten Zeoliths, worin die
porésen Zeolithe eine verbesserte Diffusion der Ana-
lyten in das Elektrodenmaterial des Polymerfilms
gewabhrleisten. Dabei basiert das Messprinzip auf
der sensitiven elektrochemischen Detektion von
Acetylcholin am Polyanilinfilm. Andere Neurotrans-
mitter werden nicht detektiert, jedoch wird die Detek-
tion von Dopamin und Epinephrin in vorherigen Ver-
offentlichungen der Autoren erwahnt, die aber eben-
falls auf elektrochemischen Messungen basieren
und nicht auf spektroskopischen Methoden und der
Interaktion von Molekulen innerhalb der Zeolithkavi-
taten.
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[0013] Die EP2089320B1 beschreibt ein Verfahren,
worin Zeolith L mit spektroskopisch aktiven Moleku-
len beladen wird, welche unter Verwendung von
Stoppern in den Zeolithkavitaten eingeschlossen
werden. AnschlieRend werden biologische Erken-
nungseinheiten an den Zeolithen kovalent ange-
bracht. Auch in diesem Verfahren basiert die Detek-
tion der Analyten ausschlieBlich auf Antigen-Antikor-
per-Wechselwirkungen aufgrund der Verwendung
von biologischen Erkennungseinheiten.

[0014] Eine spezielle Gruppe von Zeolithen, Fauja-
sit-Zeolithe, mit spezifischen Si/Al-Verhaltnissen und
speziellen PartikelgrofRenverteilungen  wird in
EP3089942B1 und in der darin zitierten
US2010/304140 beschrieben. Allerdings offenbart
keines dieser Dokumente eine Verwendung derarti-
ger Faujasit-Zeolithe in analytischen Bestimmungs-
verfahren, sondern allenfalls als Katalysatoren oder
Adsorptionsmittel in Gas-Feststoff- und Flissig--
Feststoff-Reaktionen.

Aufgabenstellung:

[0015] Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung
bestand darin, ein neues Verfahren zur Bestimmung
von Analyten bereitzustellen, welches die Nachteile
der beschriebenen Verfahren nicht aufweist. Insbe-
sondere bestand die Aufgabe der vorliegenden Erfin-
dung darin, ein neues Verfahren zur qualitativen
und/oder quantitativen Bestimmung positiv gelade-
ner und/oder neutraler Analyten bereitzustellen, ins-
besondere von Analyten aus der Gruppe der Bio-
analyten. Eine weitere Aufgabe der vorliegenden
Erfindung bestand darin, ein neues Verfahren zur
Bestimmung derartiger Analyten in Assay-basierten
Bestimmungsmethoden bereitzustellen. Eine weitere
Aufgabe der vorliegenden Erfindung bestand darin,
ein neues Verfahren zur Bestimmung derartiger Ana-
lyten in salinen oder komplexen physiologischen
Reaktionsmedien bereitzustellen. Eine weitere Auf-
gabe der vorliegenden Erfindung bestand darin, ein
neues Verfahren zur Bestimmung derartiger Analy-
ten mittels spektroskopischer Absorbanz- und/oder
Fluoreszenz-basierter Verfahren, insbesondere flr
UV-Vis-basierte Verfahren, bereitzustellen. Eine wei-
tere Aufgabe der Erfindung bestand darin, geeignete
Chemosensoren zu entwickeln, die hinsichtlich der
Eignung zur Bestimmung derartiger Analyten unter
den genannten Bestimmungsbedingungen verbes-
sert sind.

[0016] Diese Aufgaben wurden durch die in den
Anspriichen und die nachfolgend im Detail beschrie-
benen Ausfihrungsformen und Aspekte der Erfin-
dung geldst.
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Beschreibung der Erfindung: [10] Verwendung nach [1] bis [9], worin die zu
bestimmenden Analyten ausgewahlt sind aus
der Gruppe positiv geladener Analyte und die
monodispersen Nanozeolithe ein Si/Al-Verhalt-

nis von 0,5 bis 50 aufweisen.

[0017] Die vorliegende Erfindung wird nachfolgend
naher beschrieben und umfasst insbesondere die
folgenden Aspekte:

[11 Verwendung monodisperser Nanozeolithe
mit einer PartikelgréfRenverteilung im Bereich
von 5 bis 400 nm zur Bestimmung neutraler
und/oder positiv geladener Analyten mittels
UV-Vis- oder Fluoreszenzspektroskopie.

[2] Verwendung nach [1], worin die monodisper-
sen Nanozeolithe eine PartikelgroRenverteilung
im Bereich von 5 bis 200 nm aufweisen.

[3] Verwendung nach [1] oder [2], worin die
monodispersen Nanozeolithe ein Si/Al-Verhalt-
nis von 0,5 bis 50 aufweisen.

[4] Verwendung nach [1] bis [3], worin die mono-
dispersen Nanozeolithe in Form einer kolloida-
len Dispersion monodisperser Nanozeolithparti-
kel in einem wassrigen Medium vorliegen.

[5] Verwendung nach [1] bis [4], worin die mono-
dispersen Nanozeolithe in Form einer kolloida-
len Dispersion monodisperser Nanozeolithparti-
kel in Wasser oder einem salinen Medium vor-
liegen.

[6] Verwendung nach [1] bis [5], worin die mono-
dispersen Nanozeolithe in Form einer mittels
Spruhverfahren oder Aerosoldruck erhaltlichen
Schicht, eines Films oder Coatings der kolloida-
len Dispersion monodisperser Nanozeolithparti-
kel in wassrigem Medium, vorzugsweise Was-
ser oder salinem Medium, auf einem Trager vor-
liegen.

[7] Verwendung nach [1] bis [6], worin die zu
bestimmenden Analyten ausgewahlt sind aus
der Gruppe von Bioanalyten ohne Immunant-
wort.

[8] Verwendung nach [1] bis [7], worin die zu
bestimmenden Analyten ausgewéhlt sind aus
der Gruppe bestehend aus Serotonin, Dopamin,
Tryptamin, Tyramin, Epinephrin, Norepinephrin,
Phenylephrin, Octopamin, Phenethylamin, His-
tamin, Nicotin, Propanolol, L-DOPA, Phenylala-
nin, Tyrosin, Histidin, Tryptophan (Trp), TrpNH,,
5-HTP, TrpGly, Indol, Indol-3-Essigsdure, Mela-
tonin, Adenosin, Estradiol, Propanil, Catechol,
Paracetamol, Acetylcholin, Glycin  (Gly),
D-Serin, Aspartat, Glutamat, GABA, Cadaverin,
Ethanolamin und Glucose.

[9] Verwendung nach [1] bis [8] zur Bestimmung
neutraler und/oder positiv geladener Analyten in
physiologischen Medien oder kdrpereigenen
Flussigkeiten, insbesondere in PBS, Urin, Spei-
chel, Blut, Lymphflissigkeit, Liquor, Sperma,
Fruchtwasser, Tranenflissigkeit oder Schweil3.
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[11] Verwendung nach [1] bis [9], worin die zu
bestimmenden Analyten ausgewahlt sind aus
der Gruppe neutraler Analyte und die monodi-
spersen Nanozeolithe ein SilAl-Verhaltnis von
10 bis 20 aufweisen.

[12] Verwendung nach [1] bis [11], worin die
monodispersen Nanozeolithe ausgewahlt sind
aus der Gruppe der Faujasit-Nanozeolithe oder
aus der Gruppe der LTL (Linde Typ L) Nanozeo-
lithe.

[13] Verwendung nach [1] bis [12] zur Assay-ba-
sierten Bestimmung der Analyten.

[14] Verwendung nach [1] bis [13], worin die
monodispersen Nanozeolithe mit einem oder
mehreren funktionalisierten Farbstoffmolekiilen
dotiert vorliegen.

[15] Verfahren zur Bestimmung neutraler und/o-
der positiv geladener Analyten durch UV-Vis-
oder Fluoreszenzspektroskopie unter Verwen-
dung monodisperser Nanozeolithe mit einer
PartikelgréoRenverteilung im Bereich von 5 bis
400 nm, wie in einem von [1] bis [14] definiert.

[16] Verfahren nach [15], umfassend die Schritte

i) Bereitstellung oder Herstellung einer Disper-
sion der monodispersen Nanozeolithe mit einer
PartikelgréRenverteilung im Bereich von 5 bis
400 nm in einem wassrigen Medium, welches
die zu bestimmenden Analyten bereits enthalten
kann;

i) ggf. Zugabe der Dispersion gemaf i) zu dem
die zu bestimmenden Analyten enthaltenden
Medium oder den zu analysierenden korperei-
genen Flussigkeiten, wie Urin, Speichel, Blut
oder Liquor;

ii) ggf. Herstellung einer Schicht, eines Films
oder Coatings der Dispersion gemal i) oder ii)
auf einem Trager mittels Sprihverfahren oder
Aerosoldruckverfahren;

iv) Bestimmung der Analyten in der Dispersion
gemal i) oder ii) oder der Schicht, dem Film
oder Coating gemalf iii) mittels UV-Vis- oder
Fluoreszenzspektroskopie;

wobei das Verfahren durch die Merkmale nach
einem von [1] bis [15] weiter spezifiziert sein
kann.

[17] Verfahren nach [16], worin vor dem Schritt i)
die monodispersen Nanozeolithe hergestellt
werden durch Zerkleinerung eines Zeolithmate-
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rials auf eine monodisperse PartikelgrélRenver-
teilung im Bereich von 5 bis 400 nm mittels Soni-
kation mit hoher Schallintensitat (Arbeitsfre-
quenz 230 kHz, Energiedichte 2300 W cm?2).

[18] Verfahren nach [17], worin die Dispersion
der zerkleinerten Zeolithmaterialien zusatzlich
einer sterilen Hochdruckfiltration unterworfen
wird.

[19] Verfahren nach einem von [16] bis [18],
umfassend den zusatzlichen Schritt der Dotie-
rung der Nanozeolithe mit einem oder mehreren
funktionalisierten Farbstoffen oder Indikatoren,
worin im Fall einer Sonikation mit hoher Schall-
intensitat geman [17] oder [18] die Farbstoff-Do-
tierung vor oder nach der Sonikation mit hoher
Schallintensitat erfolgen kann.

[20] Verfahren zur Herstellung monodisperser
Nanozeolithe mit einer PartikelgréRenverteilung
im Bereich von 5 bis 400 nm durch Zerkleine-
rung eines Zeolithmaterials auf eine monodi-
sperse PartikelgroRenverteilung im Bereich
von 5 bis 400 nm mittels Sonikation mit hoher
Schallintensitat (Arbeitsfrequenz 230 kHz,
Energiedichte 2300 W cm?2).

[21] Verfahren nach [20], worin das mittels Soni-
kation mit hoher Schallintensitat zerkleinerte
Zeolithmaterial in eine kolloidale Dispersion in
einem wassrigen Medium Uberfihrt wird.

[22] Verfahren nach [21], worin die Dispersion
des zerkleinerten Zeolithmaterials einer sterilen
Hochdruckfiltration unterworfen wird.

[23] Verfahren nach einem von [20] bis [22],
worin die Nanozeolithe vor oder nach der Zer-
kleinerung mittels Sonikation mit hoher Schall-
intensitat mit einem oder mehreren funktionali-
sierten Farbstoffen oder Indikatoren dotiert wer-
den.

[24] Verfahren nach einem von [20] bis [23],
worin die erhaltenen monodispersen Nanozeoli-
the mit einer PartikelgroBenverteilung im
Bereich von 5 bis 400 nm mittels Spriihverfah-
ren oder Aerosoldruckverfahren in eine Schicht
oder einen Film oder ein Coating auf einem Tra-
ger Uberfihrt werden.

[25] Monodisperse Nanozeolithe, kolloidale Dis-
persion monodisperser Nanozeolithe oder
Schicht, Film oder Coating monodisperser
Nanozeolithe einer kolloidalen Dispersion in
wassrigem Medium auf einem Trager mit einer
PartikelgroRenverteilung im Bereich von 5 bis
400 nm, erhaltlich durch ein Verfahren wie in
einem von [15] bis [24] definiert.

[26] Monodisperse Nanozeolithe mit einer Parti-
kelgrofienverteilung im Bereich von 5 bis 400
nm und einer Dotierung mit einem oder mehre-
ren funktionalisierten Farbstoffen oder Indikato-
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ren, worin die monodispersen Nanozeolithe
durch die Merkmale nach einem von [1] bis [6]
und [12] weiter spezifiziert sein kénnen.

[0018] Die erfindungsgemafen Zeolithe sind in was-
serbasierten Medien unldslich und kénnen nur durch
Dispergieren flr einen begrenzten Zeitraum in flis-
sige Medien eingebracht werden. Die bisher bekann-
ten Alumino-Silikat-basierten Chemosensoren sind
aus diesem Grund nicht Uber einen langeren Zeit-
raum in einer Dispersionslésung wie z.B. einem
wassrigen Reaktionsmedium stabil (Fig. 1a). Lang-
zeitmessungen, wie zum Beispiel die Verfolgung
langsamer Enzymkinetiken, koénnen nicht exakt
abgebildet werden, da die Sedimentation des einge-
setzten Zeolith-Chemosensor das Auslesesignal ver-
falscht (Fig. 1b). Zudem missen bereits hergestellte
Zeolith-Wasser-Gemische vor jeder Benutzung neu
dispergiert werden und um reproduzierbare Ergeb-
nisse zu erzielen diese Dispersionen innerhalb weni-
ger Minuten verwendet werden.

[0019] Es wurde Uberraschend gefunden, dass die
Verwendung monodisperser Nanozeolithe mit einer
spezifischen Partikelgrofienverteilung im Bereich
von 5 bis 400 nm es ermdglicht, eine damit herge-
stellte Zeolith-Dispersion Gber mehrere Monate stabil
zu lagern. Auch auf diesem Zeolith basierte Chemo-
sensoren sind Uber den gleichen Zeitraum in Losung
lagerbar. In einem bevorzugten Aspekt der Erfindung
liegt die Partikelgrofienverteilung der monodispersen
Nanozeolithe im Bereich von 5 bis 400 nm, bevor-
zugter im Bereich von 10 bis 300 nm, noch bevorzug-
ter im Bereich von 20 bis 200 nm, ganz besonders
bevorzugt im Bereich von 40 bis 160 nm.

[0020] Die hier angegebenen numerischen Berei-
che unterliegen gewissen Schwankungsbreiten, die
in einem Bereich von = 35 % nach oben und unten
abweichen kénnen.

[0021] Die Bestimmung der Partikelgrofienvertei-
lung erfolgt mittels Dynamischer Lichtstreuung
(dynamic light scattering, DLS), wie im Beispielteil
im Detail beschrieben.

[0022] Durch die nahezu monodisperse Verteilung
und die im Vergleich zu anderen Zeolithen geringe
PartikelgréRe reduziert sich die Sedimentationsten-
denz oder -geschwindigkeit der Nanozeolith-Partikel,
so dass die Stabilitdt der Dispersionen erhoht, die
Lagerfahigkeit verldngert und die Streuung im Analy-
severfahren verringert wird (Fig. 2a). Dieser Effekt
kann mit Verringerung der PartikelgréRenverteilung
und der Einstellung eines engeren Partikelgréfien-
verteilungsbereichs gesteigert werden. Die bei Ver-
wendung der bisher bekannten Zeolithe erforderli-
chen Dispersionsverfahren wie Durchmischung
durch Schitteln oder Sonicieren sind nicht mehr
erforderlich. Dies erleichtert die Handhabung
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enorm, ermdglicht Upscaling-Prozesse und die
Langzeitanwendung von auf Zeolithen basierten
Chemosensoren. Diese sind wie die Nanozeolithe
Uber Monate stabil in Lésung. Des Weiteren wird
das Signal-Rausch-Verhéltnis durch die hdéhere
Homogenitat der Dispersionen deutlich verbessert
und die Detektionsuntergrenze dadurch erweitert
(Fig. 2b).

[0023] Die erfindungsgemafien Nanozeolithe wei-
sen ein Si/Al-Verhaltnis im Bereich von 0,5 bis 50
auf, bevorzugt im Bereich von 1 bis 30, bevorzugter
im Bereich von 1,5 bis 20. Ein Si/Al-Verhaltnis von =
1,5 hat sich als besonders vorteilhaft herausgestellt.

[0024] Fir erfindungsgemale Ausflihrungsformen,
worin die zu bestimmenden Analyten ausgewahlt
sind aus der Gruppe positiv geladener Analyte
haben sich monodisperse Nanozeolithe mit einem
Si/Al-Verhaltnis von = 1,5, bevorzugter von = 3 als
besonders vorteilhaft gezeigt. Zur Bestimmung posi-
tiv geladener Analyte ist ein SilAl-Verhaltnis von 0,5
bis 50, oder ein Si/Al-Verhaltnis von 1,5 bis 50, oder
ein Si/Al-Verhaltnis von 3 bis 50 bevorzugt. Bevor-
zugter ist ein SilAl-Verhaltnis von 1,76 bis 10, noch
bevorzugter von 3 bis 10. Das geeignetste Si/Al-Ver-
haltnis wird dabei in Bezug auf die konkreten Bedin-
gungen des jeweiligen Analyseverfahrens ausge-
wahlt.

[0025] Fir erfindungsgemale Ausflihrungsformen,
worin die zu bestimmenden Analyten ausgewahlt
sind aus der Gruppe neutraler Analyte haben sich
monodisperse Nanozeolithe mit einem Si/Al-Verhalt-
nis von = 10, bevorzugter von = 15 als besonders
vorteilhaft erwiesen. Bevorzugt ist ein Si/Al-Verhalt-
nis von 10 bis 20, bevorzugter von 15 bis 20. Das
geeignetste Si/Al-Verhaltnis wird dabei in Bezug auf
die konkreten Bedingungen des jeweiligen Analyse-
verfahrens ausgewahlt.

[0026] Zeolithen gemeinsam ist ein System von
offenen Kanalen im Alumosilikatgerust, durch das
Gastmolekdle in die Struktur aufgenommen und wie-
der abgegeben werden kénnen. Nach der Verknup-
fung dieser Kanale untereinander werden die Zeoli-
the in verschiedene Gruppen unterteilt, solche mit
eindimensionalem System von Kanalen (die Kanale
sind untereinander nicht verbunden), solche mit
einem zweidimensionalen System von Kanalen (die
Kanale sind untereinander zu einem schichtférmigen
System verbunden) und solche mit einem dreidimen-
sionalen System von Kanalen. Grundsatzlich kbnnen
die erfindungsgeméafien Nanozeolithe aus allen die-
ser drei Gruppen ausgewahlt werden, sofern sie sich
fur die erfindungsgemafie Verwendung eignen.

[0027] In einer bevorzugten Ausfiihrungsform wer-
den die erfindungsgemalen Zeolithe ausgewahlt
aus der Gruppe der Faujasite, wie z.B. solchen wie in
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EP3089942 beschrieben, oder aus der Gruppe der
LTL Zeolithe (LTL = Linde Typ L). Faujasite gehdren
zur Gruppe der Zeolithe mit dreidimensionalem Sys-
tem von Kanalen und kristallisieren kubisch mit Grun-
delementen des Faujasitgerists in Form von Soda-
lithkafigen, die Uber hexagonale Prismen miteinan-
der verbunden sind. Innerhalb der Gruppe der Fauja-
sit-Zeolithe wird zwischen sogenannten X-Faujasi-
ten, Y-Faujasiten und Mischungen von X- und Y-Fau-
jasiten unterschieden, in Abhangigkeit vom jeweili-
gen Si/Al-Verhaltnis. EP3089942 definiert fir X-Fau-
jasite ein Si/Al-Verhaltnis von 1 bis 1,5 und fiir Y-Fau-
jasite ein Si/Al-Verhaltnis von > 1,5. Wikipedia.org
hingegen definiert fir X-Faujasite ein Si/Al-Verhaltnis
von 2 bis 3 und fir Y-Faujasite von = 3.

[0028] In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungs-
form werden die erfindungsgemafRen Zeolithe aus-
gewahlt aus der Gruppe der LTL Zeolithe, die zur
Gruppe der Zeolithe mit eindimensionalem System
von Kanélen gehdren und hexagonal kristallisieren.

[0029] Fir bestimmte hierin beschriebene erfin-
dungsgemale Ausfiihrungsformen ist das Si/Al-Ver-
haltnis mafgeblich und so werden flr solche bevor-
zugte Ausfiihrungsformen bevorzugt solche Fauja-
site oder LTL-Zeolithe ausgewahlt, die ein Si/Al-Ver-
haltnis in den hierin definierten Bereichen aufweisen.
Eine mogliche Ausfiihrungsform umfasst monodi-
sperse Nanozeolithe aus der Gruppe der Faujasite
oder der LTL-Zeolithe mit einer PartikelgréRe von
etwa 50 nm und einem Si/Al-Verhaltnis von 1,76.

[0030] Die erfindungsgemaflen Nanozeolithe und
darauf basierende neue Chemosensoren, wie nach-
folgend naher beschrieben, kénnen durch ein neues
erfindungsgemales Verfahren aus bereits bekann-
ten Zeolithen hergestellt werden, um so monodi-
sperse Nanozeolithe und Chemosensoren mit den
verbesserten Dispersionseigenschaften und erhéh-
ter Stabilitat bereitzustellen. Durch Einsatz von Ultra-
schall in Ultraschallbddern wird in der chemischen
Laborarbeit das Mischen und Lésen von Substanzen
realisiert. Dabei trifft der niederfrequente Schall Giber
die AulRenwande eines Probengefales indirekt auf
die zu behandelnde Probe (Stoffgemisch, Probe in
Lésung oder Dispersion). Die Anwendung von Ultra-
schall auf Zeolithmaterialien zur Erzielung einer fein-
eren Verteilung ist dabei in ihrer Wirkung allerdings
nur marginal und fihrt nicht zur Verkleinerung der
Zeolith-Partikel. Es wurde Uberraschend gefunden,
dass durch Einsatz eines Stabsonikators mit sehr
hoher Schallintensitat (Arbeitsfrequenz 30+1 kHz,
Energiedichte =300 W cm?2), welcher im direkten
Kontakt mit dem zu behandelnden Zeolith-Material
steht bei ausreichend langer Einwirkung zur Zerklei-
nerung und zur anschliefenden feinen Verteilung
der entstandenen Zeolithpartikel (Nanopartikel)
fuhrt. Durch dieses Verfahren kénnen somit die erfin-
dungsgemaflen Nanozeolithe mit der erfindungsge-
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maRen PartikelgréBenverteilung hergestellt werden.
Die Sonikation kann entweder direkt in dem zu ana-
lysierenden biologischen (physiologischen) Medium
erfolgen, wie z.B. direkt im zu untersuchenden Urin,
oder in einem geeigneten wassrigen Medium.
Dadurch werden kolloidale Dispersionen der erfin-
dungsgemalen Nanozeolithe erhalten. Das mittels
Sonikation mit hoher Schallintensitat zerkleinerte
Zeolithmaterial wird bevorzugt in Form einer kolloida-
len Dispersion in einem wassrigen Medium, vorzugs-
weise in Wasser oder einem salinen Medium herge-
stellt, die dann fir die Analyse dem zu untersuchen-
den Analysemedium (z.B. Urin, Blut etc., wie nach-
folgend néher definiert) hinzugefiigt wird.

[0031] Um eine noch engere Partikelgrofienvertei-
lung zu erhalten, was sich vorteilhaft auf die Repro-
duzierbarkeit der Analysen auswirkt, kénnen die
erhaltenen Dispersionen der Nanozeolith-Partikel
zusatzlich mit Hochdruck durch spezielle Sterilfilter
gepresst werden (Fig. 3 verdeutlicht die Effekte der
angewendeten Schritte). Wie vorstehend ausgefiihrt,
wirkt sich die Zerkleinerung der Partikel und die
engere PartikelgréRenverteilung vorteilhaft auf die
(zeitliche) Stabilitat, Lagerfahigkeit und Streuungsei-
genschaften daraus hergestellter Dispersionen aus.

[0032] Bisher wird die Verwendung von Alumino-Si-
likat-basierten Chemosensoren in Analyseverfahren
unter Verwendung von UV-Vis-Spektren nur mit
getrockneten Material in der Festphase beschrieben,
was keine praktikable Anwendung als Chemosensor
in Assay-basierten Analyseverfahren und zur Ana-
lyse von koérpereigenen Medien erlaubt. Analysen
beispielsweise von Urin wiurden die Eintrocknung
des Mediums mit den darin gelésten Analyten erfor-
dern, was zeitintensiv ist. Festphasen-Absorptions-
spektren zeigen auch starke, unerwiinschte Streuef-
fekte, die sich auf die Baseline auswirken. Messun-
gen von UV-Vis Absorptionsspektren in Lésungen
oder Dispersionen der bisher fiir solche Zwecke
beschriebenen Zeolithe oder Chemosensoren in
Wasser oder wassrigen Medien sind nicht moglich,
da Streueffekte das gesamte Spektrum Uberdecken.
Das erfindungsgemafle Verfahren mit der Verwen-
dung der erfindungsgemafien Nanozeolithe hat
somit den weiteren Vorteil, dass instrumentell sehr
einfache Absorptionsmessungen moglich werden,
da nun erstmal mit Dispersion gearbeitet werden
kann. Die resultierenden Spektren sind wesentlich
informationsreicher als korrespondierende Emis-
sionsspektren. Mit den erfindungsgemafen kolloiden
Dispersionen kénnen Streueffekt-freie (aufgeldste)
UV-Vis Absorptionsspektren erhalten werden
(Fig. 4a und b) und durch die Verflugbarkeit von auf-
geldsten Absorptionsspektren und den darin sichtba-
ren Analyt-spezifischen Charakteristika kénnen nun
auch Analytmischungen, wie zum Beispiel von Dopa-
min und Serotonin, detektiert und unterschieden wer-
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den (Fig. 4c). Dies war zuvor in der Festphase nicht
moglich.

[0033] Die Erfindung betrifft somit auch neue Ver-
fahren zur Bestimmung neutraler und/oder positiv
geladener Analyten, wie nachfolgend beschrieben,
durch UV-Vis- oder Fluoreszenzspektroskopie,
unter Verwendung der erfindungsgemafen monodi-
spersen Nanozeolithe mit einer PartikelgrofRenvertei-
lung im Bereich von 5 bis 400 nm, wie hierin im Detail
beschrieben. Die erfindungsgemalRen Bestim-
mungsverfahren sind bevorzugt fir Assay-basierte
Bestimmungen von Analyten einsetzbar. Die Bestim-
mung der Analyten erfolgt dabei mittels UV-Vis- oder
Fluoreszenzspektroskopie, wobei ein bevorzugter
Fokus auf der nun erstmals zugénglichen UV-Vis--
Spektroskopie liegt.

[0034] In den erfindungsgemalen Analyseverfah-
ren, worin die hierin beschriebenen Nanozeolithe
mit spezifischer PartikelgréRenverteilung verwendet
werden, liegen die Nanozeolithe bevorzugt in Form
einer Dispersion in einem wassrigen Medium vor.
Es ist dabei maRgeblich, dass die Nanozeolithe
monodispers verteilt vorliegen, wobei der Begriff
»-monodispers® im Sinne der Erfindung meint, dass
die erfindungsgemaRen Nanozeolithe im Wesentli-
chen in Form von Nanopartikeln (,Nanozeolith-Parti-
kel®), d.h. individualisierten, einzelnen Nanokristal-
len, mit etwa der gleichen Gréfie und Form vorliegen.
Dabei wird unter den Begriffen ,Nanopartikel“ oder
.Nanokristalle* im Sinne der Erfindung das Vorliegen
von Partikeln individueller Nanokristalle oder nicht--
agglomerierter Nanokristalle verstanden.

[0035] In den erfindungsgemalien Dispersionen lie-
gen somit die Nanozeolith-Partikel in wassrigen
Medien bevorzugt und im Wesentlichen nicht-agglo-
meriert vor. Dies schliel3t jedoch nicht aus, dass ein
gewisser Anteil der Nanozeolith-Partikel auch agglo-
meriert, wobei der Anteil agglomerierter Nanozeo-
lith-Partikel vorzugsweise geringgehalten werden
sollte, um unerwiinschte Streuungseffekte zu ver-
meiden.

[0036] Liegen in einer solchen Dispersion zu grofe
Partikel oder Agglomerate vor, erhéht sich die
Streuung und die Detektion der Analyten wird beein-
trachtigt, weshalb eine geringe Polydispersitat und
geringe Agglomeration in der Dispersion wichtig ist.

[0037] Bei den hierin beschriebenen Dispersionen
handelt es sich um kolloidale Dispersionen der erfin-
dungsgemalien monodispersen Nanozeolith-Parti-
kel mit der spezifischen PartikelgroRenverteilung in
einem wassrigen Medium. Das Dispersionsmedium
ist vorzugsweise Wasser oder eine wassrige Lésung.
Bevorzugt sind saline oder physiologische Medien.
Der Begriff ,saline Medien® im Sinne der vorliegen-
den Erfindung bezeichnet wassrige Medien mit
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hoher Salzkonzentration, wie sie beispielsweise in
kérpereigenen Flissigkeiten oder Sekreten vorherr-
schen. Der Begriff ,kdrpereigene Flissigkeiten® oder
.Korpereigene Sekrete“ umfasst sowohl solche von
Menschen als auch von Tieren, wobei menschliche
kérpereigene Flissigkeiten oder Sekrete bevorzugt
sind. Saline Medien bzw. Medien mit hoher Salzkon-
zentration im Sinne der vorliegenden Erfindung
bezeichnet bevorzugt solche Medien, die eine Kon-
zentration von Natrium-lonen ([Na+]) im Bereich von
20 bis 500 mM, bevorzugt im Bereich von 40 bis 300
mM, besonders im Bereich von 50 bis 200 mM auf-
weisen.

[0038] Saline oder physiologische Medien umfas-
sen beispielsweise Puffer, wie PBS, oder physiologi-
sche Kochsalzlésung aber auch biologische Medien
wie kinstlichen Liquor oder kérpereigene Flissigkei-
ten und Sekrete wie Urin, Verdauungs-Sekrete, wie
Speichel, Magensaft, Pankreas-Sekret, oder Gallen-
flissigkeit, Blut, Lymphflussigkeit, Liquor, Sperma,
Fruchtwasser, Tranenflissigkeit oder Schweil3.
Bevorzugt wird das wassrige Medium ausgewahlt
aus der Gruppe umfassend Wasser, physiologische
Kochsalzlésung, PBS, kinstlichem Liquor, Urin,
Speichel, Blut (umfassend Blutserum/Human
Serum (HS) und Humanserumalbumin/Human
Serum Albumin (HSA)), Liquor, Fruchtwasser,
Sperma und Schweil}. Bevorzugt wird das wassrige
Medium ausgewahlt aus der Gruppe umfassend
Wasser, PBS, Urin, Speichel, Blut und Liquor. Ganz
besonders bevorzugt ist das wassrige Medium aus-
gewahlt aus der Gruppe umfassend Wasser, PBS,
Urin und Blut.

[0039] Die [Na+]-Konzentration solcher Medien lie-
gen im oben definierten Bereich, wie z.B. in dem
hier verwendeten kiinstlichen Liquor mit 78 mM, in
Blut zwischen 135 und 145 mM, und in Urin zwischen
50 und 200 mM. In solchen physiologischen oder
korpereigenen Medien sind naturlich noch andere
lonen bzw. Salze vorhanden, ausschlaggebend ist
jedoch die [Na+]-Konzentration zur Einstufung als
»salines Medium®.

[0040] In einem weiteren Aspekt der Erfindung ist es
aullerdem maoglich, die Dispersion der monodisper-
sen Nanozeolith-Partikel mittels Sprihverfahren
oder Aerosoldruckverfahren in eine Schicht, im
Sinne eines Films oder Coatings, zu Uberfiihren.
Durch Herstellung einer sogenannten ,Tinte“ kbnnen
die kolloidalen Dispersionen mittels Sprihdruckver-
fahren auf verschiedene Oberflachen eines Tragers,
z.B. aus Glas, Papier oder Kunststoff, wie Glasob-
jekttrager, Quartz- oder PS-Oberflachen, in mehre-
ren ultradiinnen Schichten aufgetragen und durch
die Verdampfung der Flissigbestandteile des Aero-
sols an der Oberflache des Tragers verankert wer-
den. Auch fir diesen Erfindungsaspekt ist die erfin-
dungsgemale PartikelgroRenverteilung entschei-
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dend, um z.B. das Verstopfen der Dise mit den
Nanozeolith-Partikeln zu verhindern und gute Aero-
sole zu bilden. Derartige Schichten, Filme oder Coa-
tings aus den kolloidalen Dispersionen eignen sich
ebenfalls fur Bestimmungsmethoden sowohl mittels
Fluoreszenz- als auch UV-Vis-Spektroskopie.

[0041] Die erfindungsgemafRen Verfahren unter
Verwendung der hierin beschriebenen Nanozeolithe
eignen sich besonders zur Detektion und qualitativen
und quantitativen Bestimmung von neutralen und
positiv geladenen Analyten, die ausgewahlt sind
aus der Gruppe von Bioanalyten. Ein besonderer
Aspekt der Erfindung liegt darin, dass hiermit auch
neue Bestimmungsverfahren zur Verfligung gestellt
werden, die flr Bioanalyten ohne Immunantwort
geeignet sind. Damit sind insbesondere solche Ana-
lyte gemeint, die typischerweise in herkémmlichen
ELISA-Tests bzw. Antikdrper/Antigen Assays nicht
bestimmt werden kdnnen, da sie keine Immunant-
wort haben, die in solchen Tests die Grundlage flr
die Bestimmung bildet.

[0042] Der Begriff ,Bioanalyten“ bezeichnet dabei
Analyten bzw. zu analysierende Substanzen, die bio-
logisch oder physiologisch relevant sind und z.B. im
menschlichen oder tierischen Koérper vorkommen
und dort physiologisch aktiv sind, wie z.B. Boten-
stoffe (Neurotransmitter), Metaboliten, Hormone
etc.. Die Gruppe von Bioanalyten umfasst beispiels-
weise die folgenden Substanzen: Serotonin, Dopa-
min, Tryptamin, Tyramin, Epinephrin, Norepinephrin,
Phenylephrin, Octopamin, Phenethylamin, Histamin,
Nicotin, Propanolol, L-DOPA, Phenylalanin, Tyrosin,
Histidin, Tryptophan (Trp), Tryptophanamide, 5-HTP,
TrpGly, Indol, Indol-3-Essigsaure, Melatonin, Ascor-
binsdure, Adenosin, Estradiol, Propanil, Catechol,
Acetylcholin, Glycin (Gly), D-Serin, Aspartat, Gluta-
mat, GABA, Cadaverin, Ethanolamin und Glucose.
Bevorzugte Analyten sind ausgewahlt aus der
Gruppe umfassend Serotonin und Dopamin.

[0043] Die Erfindung ist jedoch nicht auf solche Bio-
analyten beschrankt, sondern ist auch auf weitere
neutrale oder positive geladene Analyte anwendbar,
wie z.B. Paracetamol.

[0044] Aus der Gruppe der vorgenannten Analyten
gehoren die folgenden Substanzen zur Gruppe der
erfindungsgemafl als ,positiv geladene Analyten®
bezeichneten Gruppe: Serotonin, Dopamin, Trypta-
min, Tyramin, Epinephrin, Norepinephrin, Pheny-
lephrin, Octopamin, Phenethylamin, Histamin, Nico-
tin, Propanolol, Histidin, Tryptophanamide, Acetyl-
cholin, Cadaverin, Ethanolamin.

[0045] Aus der Gruppe der vorgenannten Analyten
gehoren die folgenden Substanzen zur Gruppe der
erfindungsgemaf als ,neutrale Analyten® bezeichne-
ten Gruppe: Indol, Glucose, Catechol, Ascorbin-
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saure, Propanil, Estradiol, Melatonin, Indol-3-Essig-
saure, TrpGly, Tryptophan (Trp), 5-HTP, L-DOPA,
Paracetamol, Phenylalanin, D-Serin, Aspartat, Gluta-
mat, GABA, Glycin (Gly), Tyrosine, Adenosin.

[0046] Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft
neue Chemosensoren auf Basis der erfindungsge-
mafRen monodispersen Nanozeolithe. Darin bezeich-
net der Begriff ,Chemosensor(en)‘ im Sinne der
Erfindung die erfindungsgemafRen Zeolithe, die mit
einem oder mehreren Farbstoffen oder Indikatoren
kombiniert vorliegen. Chemosensoren im Sinne
derartiger  Zeolith-Farbstoff/-Indikator-Kombinatio-
nen sind beispielsweise bekannt aus den oben
genannten Patentschriffen EP3225590A1 und
WO02019238805A1. Zur Herstellung der darin
beschriebenen Chemosensoren werden die Farb-
stoff- oder Indikatormolekiile einzeln in die Kavitat
der Zeolithe eingefiihrt und darin eingelagert oder lie-
gen mit diesen konjugiert vor.

[0047] Damit kann es jedoch beim Einsatz dieser
bisher in der Analytik verwendeten bekannten Alumi-
no-Silikat-basierten Chemosensoren zu dem uner-
winschten Effekt kommen, dass der Farbstoff oder
Indikator durch hohe Salzkonzentrationen des Ana-
lysemediums im Zuge einer Kationen-Austausch-
reaktion aus dem Zeolith gedrangt wird und die sig-
nalgebenden Bindungstaschen dann nicht mehr zur
Detektion von relevanten Analyten zur Verfiigung
stehen. Je hoher die Salzkonzentration, umso star-
ker findet die Kationen-Austauschreaktion statt, zu
Gunsten der gelosten Metallkationen und zu
Ungunsten der eingelagerten oder konjugierten
Farbstoffe oder Indikatoren. Das Gleichgewicht des
Chemosensors verlagert sich auf die Seite der Dis-
soziation und die Farbstoffbindungstaschen (Kavita-
ten), welche ein analytisches Signal geben kénnen,
gehen verloren (Fig. 5).

[0048] Bei Verwendung derartiger bekannter Che-
mosensoren ist die Einsetzbarkeit in salinen Medien
mit hoher Salzkonzentration somit limitiert. Natrium--
haltige Puffer, zum Beispiel solche mit Natriumsalzen
wie Natriumphosphat oder Natriumchlorid, fihren zu
Kationen-Austauschreaktionen und einer Zerset-
zung der bekannten Alumino-Silikat-basierten Che-
mosensoren, wodurch diese dysfunktional werden.
Bei Verwendung bekannter Chemosensoren wird
deshalb auf HEPES-Puffer ausgewichen. Da physio-
logische oder biologische Medien und die meisten
kérpereigenen Flussigkeiten wie etwa PBS, Urin,
Speichel, Schweil} oder Blut etc., ebenfalls Natrium--
Salze in hohen Konzentrationen enthalten, sind die
bekannten Alumino-Silikat-basierten Chemosenso-
ren fiir analytische Bestimmungen in solchen Medien
gleichermalden limitiert.

[0049] Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft
somit geeignete Modifizierungen der erfindungsge-
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mal eingesetzten Nanozeolithe, damit deren Stabili-
tédt und damit breite Einsetzbarkeit in analytischen
Bestimmungsmethoden mit salinen Medien oder Dis-
persionen mit hoher Salzkonzentration verbessert
wird. Es hat sich Uberraschend gezeigt, dass die
erfindungsgemafen Nanozeolithe gegen Kationen--
Austauschreaktionen und Zersetzung in salinen
Medien stabilisiert werden kénnen, indem diese mit
funktionalisierten Farbstoff- oder Indikatormolekulen
dotiert werden. Durch die Verwendung funktionali-
sierter Farbstoff- oder Indikatormolekiile werden die
Farbstoffe oder Indikatoren nicht lediglich in die Zeo-
lithkanale eingelagert oder z.B. durch kovalente oder
ionische Bindungen damit konjugiert, sondern darin
quasi mechanisch bzw. sterisch verankert. Dabei
wird die Verankerung der Farbstoff- oder Indikator-
molekile durch kovalente bzw. chemische Bindung
oder Polymerisation der Farbstoff-/Indikator-Mono-
mere untereinander innerhalb der Zeolithkavitaten
mittels Ship-inthe-Bottle Ansatzen erreicht, was zu
salzstabilen Chemosensoren fuhrt (Fig. 6). Durch
die resultierende VergrdoRerung der eingelagerten
Farbstoff-/Indikatormolekile (z.B. gebildete Poly-
mere) ergibt sich eine mechanische oder sterische
Verankerung der Farbstoff-/Indikatormolekile mit
dem Nanozeolith durch die diese aus sterischen
Grunden nicht mehr oder schwerer in der Kationen--
Austauschreaktion aus der Kavitadt ausgewaschen
werden koénnen. Dies resultiert in einer Persistenz
der signal-gebenden Kavitaten auch unter Einwir-
kung hoher Salzkonzentrationen und ermoglicht
somit eine erweiterte und stabile Anwendbarkeit in
biologischen Medien und direkt in kdrpereigenen
Flissigkeiten oder Sekreten, wie z.B. in Urin, Spei-
chel, Schweil}, Sperma, Blut etc..

[0050] Derart modifizierte neue Chemosensoren
kénnen erhalten werden, indem die Farbstoff-/Indika-
tormolekile (einzelne Molekile/Monomere) den
erfindungsgemafen Nanozeolith-Partikeln zugesetzt
werden. Dies kann im Fall der Herstellung der Nano-
zeolith-Partikel durch Sonikation mit hoher Schallin-
tensitat (Arbeitsfrequenz =30 kHz, Energiedichte
2300 W cm?2), wie vorstehend beschrieben, sowohl
vor als auch nach der Sonikation mit hoher Schallin-
tensitat (Arbeitsfrequenz =30 kHz, Energiedichte
2300 W cm?2) erfolgen. Durch geeignete Einstellung
von Mischmedium und Konzentrationen der Kompo-
nenten, ist eine Zerkleinerung der zunachst aus her-
kdmmlichen Zeolithen hergestellten neuen Chemo-
sensoren auf die erfindungsgemale Partikelgrofien-
verteilung mdglich, ohne dabei die Chemosensoren
wieder aufzutrennen, d.h. eine potentielle Separation
von Zeolith und Farbstoff/Indikator findet nicht statt.
Dadurch werden neue Chemosensoren bereitge-
stellt, worin die erfindungsgeméaflen Nanozeolithe
mit der erfindungsgemaflen Partikelgrofienvertei-
lung mit einem oder mehreren funktionalisierten
Farbstoffen oder funktionalisierten Indikatoren dotiert
sind. Bevorzugt werden funktionalisierte Farbstoff-
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e/Indikatoren verwendet, deren funktionalisierte End-
gruppen eine Derivatisierung/Polymerisierung inner-
halb der Zeolithkavitaten (bottle) erlaubt. Das in den
Kavitaten entstehende (z.B. dimerisierte oder poly-
merisierte) grolRe Farbstoffderivat (Ship) kann auf-
grund massiver sterischer Hinderung der Zeolith-
wande nicht mehr aus den Kavitdten verdrangt wer-
den. Durch die nahezu zweidimensionale Geometrie
der Farbstoffe/Indikatoren bleibt aber genug Raum
innerhalb der Kavitaten, dass die zu untersuchenden
Analyt-Molekile eindringen und einen Signalunter-
schied bewirken kénnen.

[0051] Geeignete funktionalisierte Farbstoffe oder
Indikatoren kdénnen ausgewahlt werden aus der
Gruppe solcher, die funktionalisierte Gruppen auf-
weisen, die die folgenden Reaktionen untereinander
ermdglichen:

- Disulfidbriicken-Bildung
- Maleimide-Thiol-Reaktion
- Epoxid-Thiol-Reaktion / Epoxid-Amin-Reaktion

- Haloacetamid- oder Alkylhalogenid Thiol--
Reaktion

- Vinylsulfon-, Acrylat-/Acrylamid-Thiol-Reak-
tion

- Amin-Isothiocyanat-Reaktion

- Aldehyd-Amin-Reaktion zu Hydrazon oder
Imin

- NHS-Ester mit Amin.

[0052] Gegebenenfalls werden die mechanisch/ste-
risch verankerten Farbstoffe/Indikatoren innerhalb
der Kavitaten leicht gequencht, bleiben aber funktio-
nal. Gleiches gilt fur die mechanisch/sterisch veran-
kerten Farbstoffe/Indikatoren bei Prdsenz von lonen
wie zum Beispiel Chloridionen (Fig. 7). Diese neuen
Chemosensoren eignen sich besonders zur Verwen-
dung in analytischen Bestimmungsmethoden, die mit
salinen Medien wie PBS und klinstlichem Liquor oder
direkt in biologischen Medien und kérpereigenen
Flissigkeiten wie z.B. Urinproben oder in Blutserum
voll funktionsfahig angewendet werden (Fig. 8, Fig. 9
und Fig. 10).

[0053] Mit den bekannten Alumino-Silikat-basierten
Chemosensoren ist auch der Einsatz in der Bestim-
mung neutraler Analyte limitiert, da diese aufgrund
der fehlenden Ladung nicht gebunden und damit
auch nicht nachgewiesen werden kénnen. Bei Ver-
wendung von erfindungsgemafen Chemosensoren
die zusatzlich durch die oben definierten bevorzug-
ten Si/Al Verhaltnisse fir die Bestimmung neutraler
Analyte charakterisiert sind, wird eine verbesserte
Balance zwischen Hydrophobie und Hydrophilie
ermoglicht. Somit kénnen sowohl positiv geladene
Farbstoff-/Indikatormolekiile im Zeolith gebunden
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werden, um die Signalgebenden Bindungstaschen
zu formen, aber auch die zu bestimmenden neutra-
len Analyt-Molekile (Fig. 11). Wie in den nachfolgen-
den Beispielen und Figuren gezeigt, wird bei Ver-
wendung der neuen Chemosensoren mit dem als
bevorzugt definierten Si/Al Verhaltnis von = 10 fir
neutrale Analyten, vorzugsweise mit einem Si/Al Ver-
haltnis im Bereich von 10 bis 20, eine Bindung und
damit auch eine Detektion mittels UV-Vis-Spektro-
skopie mdglich ( Fig. 11 und Fig. 12). Chemosenso-
ren mit deutlich geringerem Si/Al Verhéltnis zeigen
bei der Zugabe eines neutralen Analyten, wie z.B.
Indol, keine nennenswerte Signaldnderung (Fig. 11
oben) und zwitterionische Molekiile kbnnen nur bei
pH < 3 durch die damit verbundene Protonierung
des Analyten (Gastes) detektiert werden (Fig. 13).

[0054] Die Erfindung umfasst in einem weiteren
Aspekt somit auch die neuen Chemosensoren aus
monodispersen Nanozeolithen mit einer Partikelgro-
Renverteilung im Bereich von 5 bis 400 nm, die durch
die hierin definierten Merkmale der erfindungsgema-
Ren Nanozeolithe noch weiter charakterisiert sein
kénnen, mit einer Dotierung mit einem oder mehre-
ren funktionalisierten Farbstoffen oder Indikatoren,
wie vorstehend im Detail beschrieben.

[0055] Die Erfindung umfasst in einem weiteren
Aspekt aullerdem die vorstehend beschriebenen
neuen Chemosensoren in Form einer kolloidalen
Dispersion in einem wassrigen, physiologischen
oder biologischen Medium, vorzugsweise einem sol-
chen wie vorstehend definiert, oder in Form einer
Schicht, eines Films oder Coating, welches mittels
Sprihverfahren oder Aerosoldruck erhaltlich ist, wie
vorstehend beschrieben.

[0056] Die hierin beschriebenen monodispersen
Nanozeolithe mit der erfindungsgemafien Partikel-
groRenverteilung sowie die erfindungsgemafen
neuen Chemosensoren sind aufgrund der vorstehen-
den Ausfiihrungen besonders geeignet fir die hierin
beschriebenen Analyseverfahren zur Bestimmung
neutraler oder positiv geladener Analyte.

[0057] Die neuen Analyseverfahren der vorliegen-
den Erfindung ermdglichen auRerdem die Detektion
und qualitative und quantitative Bestimmung von
Analytmischungen sowie die Unterscheidung ver-
schiedener Analytenverhéaltnisse.

[0058] Folglich umfasst die Erfindung in einem wei-
teren Aspekt auch neue Verfahren zur Bestimmung
neutraler und/oder positiv geladener Analyten durch
UV-Vis- oder Fluoreszenzspektroskopie, wie hierin
definiert, unter Verwendung monodisperser Nano-
zeolithe mit einer PartikelgréRenverteilung im
Bereich von 5 bis 400 nm, wie hierin definiert, worin
die neuen Verfahren die folgenden Schritte umfas-
sen:
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i) Bereitstellung oder Herstellung einer Disper-
sion der monodispersen Nanozeolithe mit einer
PartikelgréRenverteilung im Bereich von 5 bis
400 nm, wie hierin definiert, in einem wassrigen
Medium, wie hierin definiert, wobei die Disper-
sion die zu bestimmenden Analyten bereits ent-
halten kann (wie im Fall der Bestimmung direkt
in kdrpereigenen Flussigkeiten);

i) (andernfalls) ggf. Zugabe der Dispersion
gemal i) zu dem die zu bestimmenden Analyten
enthaltenden Medium, z.B. kérpereigenen Flis-
sigkeiten wie Urin, Speichel, Blut, Liquor etc.,
wie vorstehend definiert;

iii) ggf. Herstellung einer Schicht, eines Films
oder eines Coatings aus der Dispersion gemaf
i) oder ii) auf einem geeigneten Trager mittels
Sprihverfahren oder Aerosoldruckverfahren,
wie vorstehend beschrieben;

iv) Bestimmung der Analyten in der Dispersion
gemal i), ii) oder der Schicht, dem Film oder
Coating auf dem Trager gemaly iii) mittels
UV-Vis- oder Fluoreszenzspektroskopie, bevor-
zugt mittels UV-Vis-Spektroskopie.

[0059] Vor dem Schritt i) kbnnen die monodispersen
Nanozeolithe zundchst aus bekannten ZeolithMate-
rialien hergestellt werden, indem diese mittels Soni-
kation mit hoher Schallintensitat (Arbeitsfrequenz
230 kHz, Energiedichte 2300 W cm?) zerkleinert wer-
den, bis sie eine monodisperse PartikelgrofRenvertei-
lung im Bereich von 5 bis 400 nm aufweisen. Die Dis-
persion der Nanozeolithe aus Schritt i) kann zusatz-
lich einer sterilen Hochdruckfiltration unterworfen
werden.

[0060] Aulierdem kann ein Schritt der Dotierung der
Nanozeolithe mit funktionalisierten Farbstoffen oder
Indikatoren erfolgen, um die hierin beschriebenen
neuen Chemosensoren zu erhalten. Dabei kann, im
Fall der Herstellung der Nanozeolithe mittels Sonika-
tion mit hoher Schallintensitat (Arbeitsfrequenz =30
kHz, Energiedichte 2300 W cm?), die Farbstoff-
oder Indikator-Dotierung vor oder nach der Sonika-
tion mit hoher Schallintensitat erfolgen.

Figurenliste

Fig. 1

(a) Sedimentationsprozess eines handelsubli-
chen Zeoliths (Zeolith Y45 - Si/Al Verhaltnis =
15) mittels Farbstoffdetektion und Flissigpha-
sen-Spektroskopie unter Bestimmung der Inten-
sitatsabnahme des Farbstoffes im zeitlichen
Verlauf durch Sedimentation des Zeoliths, in
welchem die Farbstoffmolekiile eingelagert sind

(b) Enzymkinetik unter Verwendung eines sedi-
mentierenden Chemosensors: Signal des Che-
mosensor ohne Enzymzugabe unter Prasenz
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eines nicht-bindenden Gastes (obere Kurve),
Signal des Chemosensor mit Enzymzugabe
und dadurch Umsatz des nicht-bindenden zu
einem bindenden Gast (untere Kurve)

Fig. 2

(a) Vergleich der PartikelgroRenverteilung eines
erfindungsgemafien Nanozeoliths mit der eines
handelslblichen Zeolithen (Zeolith Y 5)

(b) Enzymkinetik unter Verwendung eines erfin-
dungsgemalien Chemosensors: Signal des
Chemosensor ohne Enzym unter Prasenz
eines nicht-bindenden Gastes (obere Kurve),
Signal des Chemosensors mit Enzym und
dadurch Umsatz des nicht-bindenden zu einem
bindenden Gast (untere Kurve)

Fig. 3

(a) Vergleich der PartikelgréRe eines handels-
Ublichen Zeolithen L;o mit der Partikelgrofie
eines aus diesem handelsiblichen Zeolithen
mittels Sonikation mit hoher Schallintensitat
(Arbeitsfrequenz 230 kHz, Energiedichte 2300
W cm2) und Hochdruckfiltration hergestellten
Nanozeoliths

(b) Zoom-In

Fig. 4 Absorptionsspektren von erfindungsge-
malken Chemosensoren, welche unter Zugabe
von positiv geladenen Analyten (Gasten) eine
Signalanderung in den UV-Vis Spektren zeigen

(a) Analyt: Serotonin
(b) Analyt: Dopamin

(c) Detektion und Unterscheidung verschiede-
ner Dopamin-Serotonin-Mischungen  durch
UV-Vis-Spektroskopie

Fig. 5 Schematische Darstellung der Kationen--
Austauschreaktion, welche zur Zersetzung her-
kdmmlicher Chemosensoren in biologischen
(relevanten) Medien wie PBS oder Urin flihrt.
Der Farbstoff wird durch die hohe Salzkonzent-
ration aus dem Tragermaterial gedrangt und die
signalgebenden Bindungstaschen stehen nicht
mehr zur Detektion der Analyten zur Verfiigung

Fig. 6 Schematische Darstellung eines erfin-
dungsgemallien Chemosensors auf Basis
eines mit funktionellen Farbstoffen dotierten
erfindungsgemafien Nanozeolithen, worin die
Farbstoffmolekiile mit funktionellen Gruppen
funktionalisiert, nach der Beladung des Zeoli-
then durch Bindung oder Polymerisation unter-
einander verknupft oder polymerisiert und so in
den Zeolithkavitaten sterisch oder mechanisch
verankert werden

Fig. 7 Untersuchung des Einflusses hoher Salz-
konzentrationen im Testmedium auf die Signal-
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starke bei Verwendung herkémmlicher Chemo-
sensoren im Vergleich zu den erfindungsgema-
Ren neuen Chemosensoren. Die Signalerho-
hung nach der Salzzugabe signalisiert den Aus-
tritt der Farbstoffmolekiile und damit die Aufhe-
bung der leichten Quenchung durch die Zeolith-
kavitaten. Der Chemosensor ist nicht mehr funk-
tional (oben). Die Signalerniedrigung des neuen
Tragermaterials nach der Salzzugabe bestatigt
die Interaktion der derivatisierten Farbstoffe mit
den zugefiigten lonen. Die Bindungstaschen
bleiben aber dennoch bestehen (unten)

Fig. 8 Detektion verschiedener Analyte (Géaste)
in physiologischen bzw. biologischen Medien

(a) Detektion von Serotonin in 1X PBS, entspre-
chend einer physiologischen Salzkonzentration
an Natriumchlorid von 137 mM

(b) Unterscheidung verschiedener Analyte
(Gaste) in menschlichem Urin von freiwilligen
Probanden

Fig. 9 Detektion verschiedener Analyte (Gaste)
in physiologischen bzw. biologischen Medien

(a) Detektion von Serotonin in kinstlichem
Liquor

(b) Aufzeichnung der enzymatischen Umset-
zung von nicht-bindendem L-Tyrosin zu binde-
ndem Tyramin unter Verwendung des erfin-
dungsgemalien neuen Chemosensors in kiinst-
lichem Liquor

Fig. 10

(a) Detektion von Serotonin in Blutserum
(Human Serum, HS, 1:2 verdiinnt mit 50 mM
HEPES)

(b) Detektion von Serotonin in Blutserum
(Human Serum, HS, 1:2 verdinnt mit 50 mM
HEPES, oben) beziehungsweise in Gegenwart
des Proteins Humanalbumin (Human Serum
Albumin, HSA, unten)

Fig. 11

(a) Schematische Darstellung der Nicht-Bin-
dung von neutralen Analyten (Gasten) an her-
kémmlichen Zeolith-basierten Chemosensoren
und der Bindung an den neuen erfindungsge-
maflken Chemosensoren mit ausgewogener
Balance zwischen Hydrophobie und Hydrophilie

(b) Vergleich der Detektion von Indol an den
Chemosensoren gemal Fig. 11

Fig. 12

(a) Detektion des neutralen Analyten Indol mit-
tels erfindungsgemalRem neuen Chemosensor
unter Bindung der Indolmolekiile in den durch
die Farbstoffmolekiile gebildeten Bindungsta-
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schen unter Signalerniedrigung aufgrund von
Interaktion;

(b) Detektion des neutralen Analyten Indol mit-
tels erfindungsgemalRem neuen Chemosensor
unter Bindung der Indolmolekiile in 1X PBS, ent-
sprechend einer physiologischen Salzkonzent-
ration an Natriumchlorid von 137 mM

(c) Detektion des zwitterionischen Analyten
Tryptophan (oben) und des neutralen Analyten
Indol (unten) mittels erfindungsgemalem neuen
Chemosensor unter Signalerniedrigung durch
Interaktion mit dem Farbstoff. Auftragung bezo-
gen auf eine ausgewahlte Wellenldnge zur
Bestimmung der Bindungsaffinitat

Fig. 13 Detektion des neutralen Analyten Indol
mittels erfindungsgemalRem neuen Chemosen-
sor und UV-Vis-Spektroskopie

[0061] Die vorliegende Erfindung wird durch die
nachfolgenden Beispiele néher beschrieben, ohne
jedoch hierauf beschrankt zu sein.

Beispiele

Beispiel 1 - Sedimentationsuntersuchungen an
handelslblichen Zeolithen

a) Farbstoffdetektion

[0062] In einen handelsublichen Zeolithen (Zeolith
Y45 - Si/Al Verhaltnis = 15; PartikelgrélRenverteilung
400 - 1700 nm nach DLS (Beschreibung der
Methode unter Beispiel 2) wurden nach herkémmli-
chen Verfahren zweifach positiv geladene, diazapy-
renbasierte Farbstoffmolekile in die Kavitaten einge-
lagert und die Intensitdtsabnahme des Farbstoffs
aufgrund von Sedimentation des Zeoliths durch
Bestimmung der Farbstoffintensitdt nach 0 h, 5 h
und 8 h mittels Flussigphasen-Spektroskopie detek-
tiert.

[0063] Die Messung wurde unter den folgenden
Bedingungen durchgefiihrt: Die Beladung der ver-
wendeten Zeolithmaterialien mit Farbstoff wurde
immer in einem Bereich von 0.23 - 2.3 wt% Farbstoff
bezogen auf das Zeolithmaterial gewahlt. In dem vor-
liegenden Beispiel betragt die Farbstoffbeladung
0.23 wt% relativ zum Zeolithmaterial und die Kon-
zentration des Chemosensors in der Dispersion
liegt bei 250 pg/ml. Zur Herstellung wurden Zeolith
und Farbstoff vermischt, zentrifugiert (8000 rpm, 5
min) und das Material dreimal mit 10 mL MilliQ Was-
ser gewaschen. Durch Vermessung und Farbstoff-
konzentrationsbestimmung der Waschlésungen und
unter bekannter Ausgangskonzentration konnte die
Farbstoffbeladung genau bestimmt werden. Die
Messungen wurden an einem Jasco FP-8300 Fluo-
reszenzspektrometer mit einer 450 W Xenonlampe
mit Platereader-Aufsatz durchgefiihrt. Die Lagerung
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der mit Dispersion gefillten Plates zwischen den
Messungen erfolgte unter Ausschluss von Licht bei
Raumtemperatur. Die Excitation erfolgte bei 371
nm, die Detektion bei 424 nm.

[0064] Fig. 1a zeigt deutlich, dass die Intensitat des
Farbstoffes mit der Zeit durch die Sedimentation des
Zeoliths, in welchem die Farbstoffmolekiile eingela-
gert sind, abnimmt.

b) Enzymkinetik

[0065] Durch Zugabe eines Enzyms (Tyrosin Decar-
boxylase, TDC) zu einer Dispersion eines handels-
Ublichen Zeolith, welches mit unverzweigten, positiv
geladenen Farbstoffmolekiilen beladen wurde (wie in
Beispiel 1a beschrieben), und einer Ldésung von
nicht-bindendem L-Tyrosin, wurde die Bildung eines
Analyten stimuliert, der das Sensorsignal quencht.
Die Signalintensitat Gber die Zeit wurde gemessen.

[0066] Die Messung wurde unter den folgenden
Bedingungen durchgefihrt: Der Chemosensor
wurde mit dem unter 1a beschrieben Verfahren her-
gestellt (Farbstoffbeladung 2.3wt%) und anschlie-
Rend mit 10 mM HEPES Puffer (pH 6.2) auf eine
Chemosensorkonzentration von 550 pug/ml verdiinnt.
Als Zeolith wurde L3 g verwendet, als Farbstoffe wie-
derrum die zweifach positiv geladenen, diazapyren-
basierten Molekile. Zudem wurden dieser Disper-
sion ein Enzym-Cofaktor (Pyridoxal-5-Phosphat,
PRP) und 500 uM L-Tyrosin als nicht-bindender Ana-
Iyt zugesetzt. Nach Inkubation bei 37 °C Uber 30
Minuten wurde die Dispersion erneut dispergiert
und im Anschluss an einem Jasco FP-8300 in Ein-
malklvetten vermessen (oben) beziehungsweise
nach der Zugabe des Enzyms Tyrosin Decarboxy-
lase (TDC, 33 pg) in Einmalkiivetten vermessen
(unten). TDC katalysiert die Umsetzung des nicht--
bindenden L-Tyrosins zu dem bindenden Tyramin.
Die Excitation erfolgte bei 300 nm, die Emission bei
500 nm.

[0067] Fig. 1b zeigt, dass bereits Uber eine Dauer
von 10 Minuten eine deutliche Intensitdtsabnahme
durch Sedimentation erfolgt. Langsamere enzymati-
sche Reaktionen wiirden daher von der Baselinedrift
Uberdeckt und dadurch nicht analysierbar. Auch die
Signalkurve mit Enzym zeigt unerwinschtes Rau-
schen, wodurch keine Michaelis-Menten Kinetiken
fitbar sind. AuRerdem war die Messung auf HEPES
Puffer als Analysemedium beschrankt, da die biolo-
gisch relevanten Natriumphosphatpuffer zur Desin-
tegration des Chemosensors (in diesem Fall her-
kémmliches Zeolith L3 o ohne vorherige Behandlung
durch einen Stabsonikator/Filtration) fiihrten.
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Beispiel 2 - PartikelgréRenverteilung und
Sedimentationsuntersuchungen an
erfindungsgemafen Zeolithen

a) PartikelgréRenverteilung

[0068] Ein Vergleich der PartikelgréRenverteilung
eines erfindungsgemaflen Nanozeoliths (hier
gezeigtes Nanozeolith mit einem Si/Al Verhaltnis
von 1.76) mit der eines handelsiblichen Zeolithen
(Zeolith Y45; Si/Al = 15) zeigt Fig. 2a.

[0069] Die Bestimmung der Partikelgrofienvertei-
lung erfolgte mittels Dynamischer Lichtstreuung
(dynamic light scattering, DLS) an einem Malvern
ZetaSizer Nano ZS der Firma Malvern Panalytics in
Acryl-Einmalkuvetten in Wasser. Hierzu wurden die
Dispersionen analog zu dem unter 1a beschriebenen
Verfahren hergestellt.

b) Enzymkinetik

[0070] Wie in Beispiel 1b wurde durch Zugabe eines
Enzyms (Tyrosin Decarboxylase, TDC) zu einem
erfindungsgemafen Chemosensor auf Basis des in
Beispiel 3b eingesetzten erfindungsgemafien Nano-
zeolithen die Bildung eines Analyten simuliert, der
das Sensorsignal quencht, und mittels Enzymkinetik
die Intensitat Uber die Zeit gemessen. Als Tragerma-
terial wurde Zeolith Lz, verwendet, welches nach
dem Dispergieren durch Einsatz eines Stabsonika-
tors mit sehr hoher Schallintensitat (Arbeitsfrequenz
>30 kHz, Energiedichte 2300 W cm?2) und anschliel3-
ender Hochdruckfiltration homogenisiert wurde. Die
Farbstoffbeladung erfolgte wie unter Beispiel 1
beschrieben, wobei diese sowohl vor als auch nach
der Homogenisierung durchgefiihrt werden kann (bei
gezeigtem Beispiel erfolgte diese vor der Homogeni-
sierung). Weitere Bedingungen des Enzymmonito-
ring kdnnen Beispiel 1b entnommen werden.

[0071] Der Vergleich von Fig. 2b mit Fig. 1b zeigt,
dass mit den erfindungsgemalien Chemosensoren
rauscharme und gut fitbare kinetische Kurven detek-
tiert werden konnen.

Beispiel 3 - Herstellung eines erfindungsgemafien
Nanozeoliths und eines erfindungsgemalien
Chemosensors

a) Herstellung eines erfindungsgemafien
Nanozeoliths mittels Sonikation mit hoher
Schallintensitat

[0072] Aus einem handelstiblichen Zeolith (Zeolith
L3 o) mit einer PartikelgréRenverteilung von 80 - 500
mit agglomerierten Partikeln mit Gr6Ren bis zu 6500
nm wurde mit dem erfindungsgemafien Verfahren
unter Anwendung von Sonikation mit hoher Intensitat
(Arbeitsfrequenz 230 kHz, Energiedichte =300 W
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cm2) und anschlieRender steriler Hochdruckfiltration
ein erfindungsgeméfles Nanozeolith mit einer Parti-
kelgrolRenverteilung von 80 - 300 nm hergestellt.

[0073] Die Herstellung wurde unter den folgenden
Bedingungen durchgeflhrt: Das handelsibliche Zeo-
lithmaterial wurde in Wasser dispergiert und mittels
Dynamischer Lichtstreuung (dynamic light scatte-
ring, DLS) an einem Malvern ZetaSizer Nano ZS
der Firma Malvern Panalytics vermessen. Im
Anschluss wurde die Dispersion fir 15 min mit
hoher Intensitat mittels Stabsonikator soniciert und
mittels Hochdruckfiltration die verbleibenden groRen
Partikel abgetrennt. Diese Verfahrensschritte kon-
nen auch nach der Einbringung des Farbstoffs
angewendet werden. Hierzu werden die Dispersio-
nen analog zu dem unter 1a beschriebenen Verfah-
ren hergestellt.

[0074] Das Vergleichsergebnis zeigen Fig. 3a und
Fig. 3b.

b) Herstellung eines erfindungsgemafen
Chemosensors

[0075] Die Herstellung eines erfindungsgemalen
Chemosensors auf Basis der erfindungsgemalfen
Nanozeolithe mit einer Dotierung funktionalisierter
Farbstoffe oder Indikatoren wird nachfolgend
beschrieben: Bisher benutzte Farbstoffmolekdle ver-
figten Uber keinerlei Verlinkungsmaoglichkeiten/Poly-
merisationsmdglichkeiten. Als Beispiel kann hier
2,7-Dimethyldiazapyrenium Dibromid genannt wer-
den. Durch das Anfiigen von Linkermolekiilen, wie
es genauer unter Beispiel 5 und Fig. 6a erlautert
wird, ist die Méglichkeit zur Verlinkung innerhalb der
Kavitdten gegeben. Die ursprunglich Zeolithbela-
dung ist allerdings fir alle Farbstoffmolekiile gleich:
der Farbstoff wird mit bekannter Konzentration in
wassrige Losung gebracht, das verwendeten Zeolith-
material wird in Wasser dispergiert. Die Beladung mit
Farbstoff wurde immer in einem Bereich von 0.23 -
2.3 wt% Farbstoff bezogen auf das Zeolithmaterial
gewahlt und dementsprechend Dispersion und Farb-
stofflésung vermischt, zentrifugiert (8000 rpm, 5 min)
und das Material dreimal mit 10 mL MilliQ Wasser
gewaschen und wiederrum zentrifugiert. Durch Ver-
messung der Waschlésungen und unter bekannter
Ausgangskonzentration konnte die Farbstoffbela-
dung genau bestimmt werden. Die Messungen wur-
den an einem Jasco FP-8300 Fluoreszenzspektro-
meter mit einer 450 W Xenonlampe mit Platereader--
Aufsatz durchgefiihrt. Das so entstandene Chemo-
sensormaterial kann sowohl in Lésung als auch als
Feststoff gelagert werden. Um die Polymerisation
innerhalb der Zeolithkavitdten auszuldsen muss
(zumindest um eine weite Verzweigung zu erreichen)
ein dullerer Einfluss geandert werden. So wird zum
Beispiel die Polymerisation Gber Disulfidbriickenbin-
dung (s. Abb. 6a) durch die Zufuhr von Sauerstoff
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getriggert wahrend zum Beispiel die Thiol-Maleimide
Reaktion durch die Zufuhr von Temperatur begins-
tigt wird.

Beispiel 4 - UV-Vis Bestimmung von Serotonin und
Dopamin mit den erfindungsgemafien neuen
Chemosensoren

[0076] Mit einem gemaR Beispiel 3 nach dem erfin-
dungsgemalen Verfahren hergestellten neuen Che-
mosensor wurden die positiv geladenen Bioanalyten
Serotonin und Dopamin mittels UV-Vis-Detektion
bestimmt.

[0077] Die Messung wurde unter den folgenden
Bedingungen durchgefiihrt: Die Chemosensoren
wurden nach dem unter 3b beschriebenen Verfahren
hergestellt und 2000 L der hergestellten Dispersio-
nen in Einmalkivetten vermessen. Im Anschluss
wurden unter Rihren 1 mM Stocklésungen der zu
bestimmenden Analyten in 1-10 pyL Schritten zu tit-
riert und die entsprechenden UV-Vis-Spekiren auf-
genommen. Alle Experimente wurden beim 25 °C
durchgefiihrt.

[0078] Die Fig. 4a, Fig. 4b und Fig. 4c zeigen, dass
durch das erfindungsgemaRe Verfahren und die
daraus erhaltlichen Nanozeolithe die neuen erfin-
dungsgemafllen Chemosensoren mit geringerer
Streuwirkung hergestellt werden kdénnen, und damit
die UV-Vis-Bestimmung von Bioanalyten ermdglicht
wird.

Beispiel 5 - Einfluss der Salzkonzentration auf
Zeolith-basierte Chemosensoren

[0079] Zur Darstellung des Einflusses hoher Salz-
konzentrationen im Testmedium auf die Signalstarke
wurden ein herkémmlicher Chemosensor basierend
auf Zeolith L3 o mit einem zweifach positiv gelade-
nen, diazapyrenbasierten Farbstoff ohne Verlinkun-
gen und ein erfindungsgemafer neuer Chemosen-
sor basierend auf Zeolith L3y mit einem zweifach
positiv geladenen, diazapyrenbasierten Farbstoff
unter Verlinkung der einzelnen Farbstoffeinheiten
mittels Polymerisation gemaf Beispiel 3b miteinan-
der verglichen. Es wurde die Anderung der Signalin-
tensitat aufgrund der Freisetzung des eingelagerten
Farbstoffs nach Zugabe von Salz zum Testmedium
gemessen.

[0080] Die Messung wurde unter den folgenden
Bedingungen durchgefiihrt: In beiden Fallen wurden
die Chemosensoren nach den unter 3b genannten
Schritten hergestellt. In beiden Fallen betrug die
Farbstoffbeladung des Zeoliths 2.3 wt%. Fig. 6a
zeigt den Syntheseweg eines der funktionalisierten
Farbstoffe - die Polymerisation erfolgt wie in Beispiel
3b beschrieben. Nach Equilibrierung wurde mittels
Kinetikmessung die Stabilitdt des Fluoreszenzsig-
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nals (Excitation bei 371 nm, Emission bei 455 nm)
detektiert und daraufhin eine stark konzentrierte
PBS Ldsung zugegeben, sodass in der Kivette die
Konzentration von 1X PBS (137 mM NaCl) erreicht
wurde.

[0081] Die Fig. 5 und Fig. 6 zeigen schematisch das
zugrundeliegende Prinzip der Kationen-Austausch-
reaktion in herkdbmmlichen Chemosensoren gegen-
Uber den neuen erfindungsgemafien Chemosenso-
ren.

[0082] Fig. 7 zeigt einen deutlichen Anstieg der
Farbintensitdt nach Salzzugabe bei herkdmmlichen
Chemosensoren, was den Austritt der Farbstoffmoie-
kiile und damit die Aufhebung der leichten Quen-
chung durch die Zeolithkavitdten signalisiert. Der
Chemosensor ist damit nicht mehr funktional
(Fig. 7, obere Kurve). Die Verringerung der Signal-
intensitat nach der Salzzugabe bei Verwendung
eines erfindungsgemafllen neuen Chemosensors
mit darin mechanisch verankerten Farbstoffmoleki-
len bestatigt die Interaktion der derivatisierten Farb-
stoffe mit den zugefligten lonen. Der Chemosensor
bleibt aber durch die mechanische Verankerung
intakt und die Farbstoffmolekiile kébnnen nicht ver-
drangt werden.

Beispiel 6 - Bestimmung positiv geladener Analyten
in physiologischen Medien mit einem
erfindungsgemafen neuen Chemosensor

[0083] Der erfindungsgemalfe neue Chemosensor
gemal Beispiel 3b wurde zur Bestimmung von posi-
tiv geladenen Analyten in verschiedenen physiologi-
schen Medien mit hoher Salzkonzentration einge-
setzt.

[0084] Die Messungen wurden unter den folgenden
Bedingungen durchgefihrt: Die verwendeten Che-
mosensoren wurden nach dem unter 3b beschriebe-
nen Arbeitsschritten in Wasser hergestellt und im
Anschluss mit dem Medium, in welchem die Unter-
suchung stattfinden sollte vermischt. Hierbei ist es
sowohl mdglich, dass der zu untersuchende Analyt
schon in dem Medium vorhanden ist (dies ist zum
Beispiel bei Urin von freiwilligen Probanden der
Fall) oder der zu untersuchende Analyt erst zugege-
ben wird (dies ist zum Beispiel bei kiinstlichem Liquor
der Fall). Ist der Analyt schon in dem Medium enthal-
ten, so wurde eine Stockldsung von Serotonin weiter
zugegeben, bis alle Farbstoffmolekile innerhalb des
Chemosensor gequencht waren (Konzentration die-
ser ist bekannt) und die Differenz zwischen der Kon-
zentration der Farbstoffmolekule und der Konzentra-
tion des zugegebenen Analyten entspricht dann der
urspriinglichen Serotoninkonzentration im Medium.

[0085] Die Messung wurde unter den folgenden
Bedingungen durchgefiihrt:
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Fig. 8

(a) Der Chemosensor basierend auf Zeolith L3 o
und mit einer Farbstoffbeladung/Polymerisie-
rung wie in in Beispiel 3b und 5 beschrieben
wurde in Wasser dispergiert und anschliel3end
mit 1.5X PBS vermischt (Endkonzentration 1X
PBS). Die Zugabe des nicht-bindenden bzw.
bindenden Gastes erfolgte wie in Beispiel 4
erlautert. Die Detektion erfolgte in Einmalklvet-
ten (PP) mittels Fluoreszenzspektrometer.

(b) Der Chemosensor basierend auf Zeolith L3 o
und mit einer Farbstoffbeladung/Polymerisie-
rung wie in Fig. 6a beschrieben wurde in 50
mM HEPES Puffer (pH 6.2) dispergiert und
anschlieBend 4:1 mit dem Urin der freiwilligen
Probanden vermischt und mittels Platereader
Assay vermessen. Die Zugabe des nicht-bind-
enden bzw. bindenden Gastes erfolgte wie in
Beispiel 4 erlautert.

[0086] Fig. 9

(a) Der Chemosensor basierend auf Zeolith L3 o
und mit einer Farbstoffbeladung/Polymerisie-
rung wie in Beispiel 3b und 5 beschrieben
wurde in urspringlich in Wasser als Medium
hergestellt, getrocknet und dann in kinstlichem
Liquor dispergiert. Der verwendete, kinstliche
Liquor enthalt keine detektierbaren Neurotrans-
mitter. Die Zugabe des nicht-bindenden bzw.
bindenden Gastes erfolgte wie in Beispiel 4
erlautert. Die Detektion erfolgte in Einmalklvet-
ten (PP) mittels Fluoreszenzspektrometer.

(b) Der Chemosensor wurde wie unter Beispiel
9a beschrieben hergestellt und die Enzymreak-
tion wurde wie unter Beispiel 1b erlautert durch-
gefiihrt. Die Detektion erfolgte in Einmalklvet-
ten (PP) mittels Fluoreszenzspektrometer.

[0087] Fig. 10

(a) Der Chemosensor basierend auf Zeolith L3 o
wurde mit einer Farbstoffbeladung/Polymerisie-
rung wie unter Beispiel 3b und 5 beschrieben in
50 mM HEPES als Medium hergestellt. Das
Human Serum wurde 1:2 mit 50 mM HEPES
verdinnt (Endkonzentration ca. 500 yM HS)
und mit einer Chemosensordispersion (Endkon-
zentration 250 pg/ml) vermischt. Anschlie3end
wurde wie in Beispiel 4 erlautert Serotonin zu
titriert. Excitation bei 420 nm, Detektion bei 522
nm. Die Detektion erfolgte in Einmalkivetten
(PP) mittels Fluoreszenzspektrometer.

(b) Der Chemosensor basierend auf Zeolith L3 o
wurde mit einer Farbstoffbeladung/Polymerisie-
rung wie unter Beispiel 3b und 5 beschrieben in
50 mM HEPES als Medium hergestellt. Das
Human Serum Albumin wurde filtriert (22 mM
Spritzenfilter, PP) und mit einer Chemosensor-
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dispersion (Endkonzentration 250 pg/ml) ver-
mischt. Anschliefend wurde wie in Beispiel 4
erlautert Serotonin zu titriert. Die Detektion
erfolgte in Einmalkuvetten (PP) mittels Fluores-
zenzspektrometer. Excitation bei 420 nm,
Detektion bei 522 nm.

[0088] Das Ergebnis zeigen die Fig. 8, Fig. 9 und
Fig. 10 fur verschiedene Medien und verschiedene
Analyten. Die neuen erfindungsgemaRen Chemo-
sensoren kdnnen damit in biologischen Medien wie
PBS oder kiinstlichem Liquor, aber auch direkt in kor-
pereigenen Flissigkeiten mit hoher Salzkonzentra-
tion, wie Urin oder Blutserum, eingesetzt werden.

Beispiel 7 - Bestimmung neutraler und
zwitterionischer Analyten mit einem
erfindungsgemafen neuen Chemosensor

[0089] Der erfindungsgemalie neue Chemosensor
basierend auf homogenisiertem Zeolith Y5 geman
Beispiel 3b wurde zur Bestimmung von neutralen
und zwitterionischen Analyten eingesetzt.

[0090] Die Messungen wurden unter den folgenden
Bedingungen durchgefiihrt: Die Chemosensoren
wurden basierend auf dem unter 3b beschriebenen
Verfahren hergestellt. Daraufhin wurden Chemosen-
sorkonzentrationen von 250 pg/ml mit einer relativen
Farbstoffbeladung von 2.3wt% in Wasser eingestellt
und der zu bestimmende neutrale beziehungsweise
zwitterionische Analyt (jeweils 1 mM Stammldsung)
zu titriert. Analog konnte das Experiment auch in 1X
PBS durchgefihrt werden. Die Detektion erfolgte in
Einmalklvetten (PP) mittels Fluoreszenzspektrome-
ter.

[0091] Die Fig. 11 zeigt schematisch das zugrunde-
liegende Prinzip der Bindung in Chemosensoren mit
unterschiedlichen SilAl-Verhéltnissen. Das Ergebnis
der Bestimmungen zeigen die Fig. 12a, Fig. 12b,
Fig. 12c und Fig. 13.
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Patentanspriiche

1. Verwendung monodisperser Nanozeolithe mit
einer PartikelgréRenverteilung im Bereich von 5 bis
400 nm, bevorzugt im Bereich von 5 bis 200 nm, zur
Bestimmung neutraler und/oder positiv geladener
Analyten mittels UV-Vis- oder Fluoreszenzspektro-
skopie, bevorzugt mittels UV-Vis-Spektroskopie.

2. Verwendung nach Anspruch 1, worin die
monodispersen Nanozeolithe ein Si/Al-Verhaltnis
von 0,5 bis 50 aufweisen.

3. Verwendung nach einem der vorhergehenden
Anspriiche, worin die monodispersen Nanozeolithe
in Form einer kolloidalen Dispersion monodisperser
Nanozeolithpartikel in einem wassrigen Medium vor-
liegen, oder in Form einer mittels Sprih- oder Aero-
soldruckverfahren erhéltlichen Schicht der monodi-
spersen Nanozeolithpartikel aus einer kolloidalen
Dispersion in einem wassrigen Medium auf einem
Trager.

4. Verwendung nach einem der vorhergehenden
Anspriche, worin die zu bestimmenden Analyten
ausgewahlt sind aus der Gruppe von Analyten
ohne Immunantwort, bevorzugt aus der Gruppe
von Analyten bestehend aus Serotonin, Dopamin,
Tryptamin, Tyramin, Epinephrin, Norepinephrin,
Phenylephrin, Octopamin, Phenethylamin, Histamin,
Nicotin, Propanolol, L-DOPA, Phenylalanin, Tyrosin,
Histidin, Tryptophan (Trp), TrpNH,, 5-HTP, TrpGly,
Indol, Indol-3-Essigsdure, Melatonin, Adenosin, Est-
radiol, Propanil, Catechol, Paracetamol, Acetylcho-
lin, Glycin (Gly), D-Serin, Aspartat, Glutamat,
GABA, Cadaverin, Ethanolamin und Glucose,
bevorzugt Serotonin und Dopamin.

5. Verwendung nach einem der vorhergehenden
Anspriiche zur Bestimmung neutraler und/oder posi-
tiv geladener Analyten in physiologischen Medien
oder korpereigenen Flissigkeiten oder Sekreten,
bevorzugt in PBS, Urin, Speichel, Blut, Schweil},
Sperma, Fruchtwasser, Tranenflissigkeit oder
Liquor.

6. Verwendung nach einem der vorhergehenden
Anspriche, worin die zu bestimmenden Analyten
ausgewahlt sind aus der Gruppe positiv geladener
Analyte und die monodispersen Nanozeolithe ein
Si/Al-Verhaltnis von 0,5 bis 50 aufweisen, oder
worin die zu bestimmenden Analyten ausgewahlt
sind aus der Gruppe neutraler Analyte und die
monodispersen Nanozeolithe ein Si/Al-Verhaltnis
von 10 bis 20, bevorzugt von 15 bis 20 aufweisen.

7. Verwendung nach einem der vorhergehenden
Anspruche, worin die monodispersen Nanozeolithe
mit einem oder mehreren funktionalisierten Farb-
stoff- oder Indikatormolekiilen dotiert vorliegen.

2022.01.05

8. Verfahren zur Bestimmung neutraler und/oder
positiv geladener Analyten durch UV-Vis- oder Fluo-
reszenzspektroskopie, bevorzugt mittels UV-Vis--
Spektroskopie, unter Verwendung monodisperser
Nanozeolithe mit einer PartikelgréRenverteilung im
Bereich von 5 bis 400 nm, wie in einem der Anspri-
che 1 bis 7 definiert.

9. Verfahren nach Anspruch 8, umfassend die
Schritte
i) Bereitstellung oder Herstellung einer Dispersion
der monodispersen Nanozeolithe mit einer Partikel-
gréRenverteilung im Bereich von 5 bis 400 nm, wie
in einem der vorhergehenden Anspriiche definiert,
in einem wassrigen Medium, wie in einem der vor-
hergehenden Anspriiche definiert, welches die zu
bestimmenden Analyten bereits enthalten kann;
ii) ggf. Zugabe der Dispersion gemalf i) zu dem die
zu bestimmenden Analyten enthaltenden Medium;
iii) ggf. Herstellung einer Schicht aus der Dispersion
gemal i) oder ii) mittels Sprihverfahren oder Aero-
soldruchverfahren auf einem Trager;
iv) Bestimmung der Analyten in der Dispersion
gemal i), ii) oder der Schicht gemaR iii) mittels
UV-Vis- oder Fluoreszenzspektroskopie, bevorzugt
mittels UV-Vis-Spektroskopie.

10. Verfahren nach Anspruch 9, worin vor dem
Schritt i) die monodispersen Nanozeolithe herge-
stellt werden durch Zerkleinerung eines Zeolithma-
terials auf eine monodisperse PartikelgréRenvertei-
lung im Bereich von 5 bis 400 nm mittels Sonikation
mit hoher Schallintensitat (Arbeitsfrequenz =30 kHz,
Energiedichte 2300 W cm?2), und/oder ggf. die Dis-
persion aus Schritt i) einer sterilen Hochdruckfiltra-
tion unterworfen wird.

11. Verfahren nach einem der Ansprliche 9 oder
10, umfassend den zuséatzlichen Schritt der Dotie-
rung der Nanozeolithe mit einem oder mehreren
funktionalisierten Farbstoffen oder Indikatoren,
worin im Fall einer Sonikation mit hoher Schallinten-
sitat (Arbeitsfrequenz 230 kHz, Energiedichte 2300
W cm?2) gemal Anspruch 10 die Farbstoff- oder Indi-
kator-Dotierung vor oder nach der Sonikation mit
hoher Schallintensitat erfolgen kann.

12. Monodisperse Nanozeolithe mit einer Parti-
kelgrofienverteilung im Bereich von 5 bis 400 nm,
wie in einem der Anspriiche 1 bis 7 definiert und
einer Dotierung mit einem oder mehreren funktiona-
lisierten Farbstoffen oder Indikatoren.

Es folgen 12 Seiten Zeichnungen
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rel. Intensitat bei 424 nm

rel. Intensitat bei 500 nm
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rel. Intensitat bei 424 nm

rel. Intensitat

DE 10 2020 208 359 A1 2022.01.05

1.0
ohne Enzym
i
0.8 1
0.6 1
W mit Enzym
0_4 M 1 v T N 1] M ) M 1 4 T v T v 1
0 100 200 300 400 500 600 700 800
Zeit (s)
Fig. 2b
1.0 4 - - - nach Homogenisierung
_ —— kommerziell
0.8 -
0.6 -
[
0.4 i1
ik
0.2 4|
[
0.0 ' . T - , e —
0 2000 4000 6000

Partikelgréfie (nm)
Fig. 3a

21/30



DE 10 2020 208 359 A1 2022.01.05

1.0 ; - - - nach Homogenisierung
/ —— kommerziell

0.8 ;
0.6 ]

0.4 j

rel. Intensitat

0.2 ;

0.0 ' ' - - - '
0 200 400 600
Partikelgrofie (nm)

Fig. 3b

1 Serotonin .
0.15 —‘ éw\NH3

012-2

Konzentration Serotonin

—— 0.0 uM
-—-- 50uM

0.09 3}

Absorbanz

0.06 -

0.03

O_OO I M T 4 T 4 1
300 350 400 450 500
Wellenlange (nm)

Fig. 4a

550

22/30



DE 10 2020 208 359 A1 2022.01.05

0.15 | Dopamin N

HO .- l NH3

2

0.12 _ HO

0.09 4

N Konzentration Dopamin
_ceu | — 0.0 uM
o - == 25uM
B 006 5.t A T N 50 “M
< . - Y 2 T 10.0 pM
0.03 B A N7 s A O L S ']5.0 “M
=== 25,0 UM
0-00 i 1 N J v ] v ‘-I N i —:
300 350 400 450 500 550
Wellenldnge (nm)
Fig. 4b
Dopaminkonzentration (uM)
30 25 20 15 10 05 0.0
0.60
£ .
c 1 R
Q 0.55. e
& 0.501 N
N
S 0.451 N\
5 \
£ 0.40] \
= _
= 0.35

00 05 10 15 20 25 3.0
Serotoninkonzentration (uM)

Fig. 4c

23/30



DE 10 2020 208 359 A1 2022.01.05

+Farbstoff

© =Wasser @ = Salz

Fig. 5

0,00

(1) N] 2)

7 TR R P— /‘x\\\‘./

[ ) —1

Y Ty
N

OO0

fkt. Gruppe

lPolymerisationl
im Zeolith
IR

24/30



rel. Intensitit bei 455 nm
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rel. Signalintensitét bei 522 nm
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