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DESCRIPCION
Composiciones que cambian de color
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a composiciones, a un sustrato que comprende una composicién, y a una marcador
que comprende una composicion. La invencion tiene aplicacion particular, pero no exclusiva, en la deteccién, reduccion
y/o eliminaciéon de microorganismos, tales como bacterias. La invencion también tiene una aplicacion particular, pero
no exclusiva, en la deteccién de cambios quimicos, tal como el pH.

ANTECEDENTES

Los microorganismos, tales como las bacterias, suelen requerir especies metalicas (por ejemplo, hierro) para una serie
de procesos biolégicos. Las bacterias normalmente extraen hierro del entorno ambiental por medio de compuestos
quelantes de hierro conocidos como sideréforos (por ejemplo, enterobactina). Los sideréforos segregados por
bacterias tienen una alta afinidad de unién por el hierro (Fe®), y de ese modo son capaces de secuestrar el hierro
ambiental. Después del secuestro, el hierro unido al sideréforo puede ser absorbido por las bacterias usando
mecanismos de transporte activo.

Cromazurol S (CAS) es un agente que cambia de color que proporciona un cambio de color al unirse a y/o liberarse
del hierro (azul al unirse, naranja al liberarse/en forma no unida). Debido a una alta afinidad de unién por el hierro,
cuando CAS con hierro unido se expone a los siderdforos, el hierro se libera de CAS y en su lugar se une
preferentemente a los siderdéforos, lo que da como resultado un cambio de color en el CAS.

Los niveles de bacterias presentes en una muestra estan relacionados con la cantidad de sideroforo presente en esa
muestra, y la cantidad de sideréforo presente esta relacionada con la cantidad de hierro que se puede secuestrar. De
manera similar, el cambio de color resultante de la unién y/o liberacién de hierro esta relacionado con la cantidad de
hierro unido y/o liberado. Por lo tanto, el cambio de color resultante de la liberacion de hierro unido a CAS puede
usarse para determinar la cantidad de bacterias presentes en una muestra.

Otros microorganismos adoptan técnicas similares para la captacién de hierro, y otros metales pueden secuestrarse
de la misma manera.

En muchos entornos, es deseable reducir o eliminar los microorganismos, y de ese modo reducir o eliminar el riesgo
de infeccién para los organismos vivos.

La exposicion de CAS a ciertos ambientes quimicos también provoca la liberacién de hierro, dando como resultado un
cambio de color en el CAS. A modo de ejemplo, CAS puede tener una afinidad de unién por el hierro diferente cuando
se encuentra en un entorno acido que cuando se encuentra en un entorno basico.

Es deseable proporcionar una técnica mejorada con respecto a la descrita en el documento US2015056333 para
reducir o eliminar microorganismos y/o para proporcionar una técnica mejorada de deteccion de microorganismos, y/o
una técnica mejorada para detectar ciertos entornos quimicos, y/o de otro modo para obviar y/o mitigar una o mas de
las desventajas con técnicas conocidas, ya sean identificadas aqui o de otra manera.

SUMARIO

Segun un primer aspecto de la presente invencion, se proporciona una composicion que comprende:

un metal, en la que el metal es hierro;

un inhibidor de la agregacién de metales, en la que el inhibidor de la agregacion de metales es un bromuro
de trimetilamonio alifatico;

un agente que cambia de color, en la que el agente que cambia de color es un cromazurol;

en la que el metal se puede unir al agente que cambia de color para proporcionar un cambio de color al unirse
y/o liberarse del mismo,

en la que el metal y el agente que cambia de color estan presentes en una relacion molar de alrededor de
1:11a20,y

en la que el metal y el inhibidor de agregacién estan presentes en una relacion molar de alrededor de 1:0,5
a 30;
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opcionalmente en la que la composicion es una composicion pulverizable, que comprende un tensioactivo y
un vehiculo liquido.

Segun un segundo aspecto de la presente invencion, se proporciona un sustrato que comprende un soporte de sustrato
que tiene una composiciéon en el mismo, en el que la composicion comprende:

un metal, en la que el metal es hierro;

un inhibidor de la agregacién de metales, en la que el inhibidor de la agregacion de metales es un bromuro
de trimetilamonio alifatico; y

un agente que cambia de color, en la que el agente que cambia de color es un cromazurol;

en la que el metal se puede unir al agente que cambia de color para proporcionar un cambio de color al unirse
y/o liberarse del mismo;

en la que el metal y el inhibidor de agregacién estan presentes en una relacion molar de alrededor de 1:0,5
a30;y

en la que el metal y el agente que cambia de color estan presentes en una relacion molar de alrededor de
1:1a 20.

Segun un tercer aspecto de la presente invencion, se proporciona un marcador que comprende una membrana,
envolviendo la membrana una composicion y un soporte, comprendiendo la composicion:

un metal, en la que el metal es hierro;

un inhibidor de la agregacién de metales, en la que el inhibidor de la agregacion de metales es un bromuro
de trimetilamonio alifatico; y

un agente que cambia de color, en la que el agente que cambia de color es un cromazurol,

en la que el metal se puede unir al agente que cambia de color para proporcionar un cambio de color al unirse
y/o liberarse del mismo; en el que la membrana es impermeable al agente que cambia de color para evitar
que pase a través de ella, en el que la membrana es permeable a los sider6foros para permitir que pasen a
través de ella y entren en contacto con el agente que cambia de color, en la que el metal y el inhibidor de
agregacion estan presentes en una relacién molar de alrededor de 1:0,5 a 30, y en la que el metal y el agente
que cambia de color estan presentes en una relacion molar de alrededor de 1:1 a 20.

DEFINICIONES

El término "alifatico", como se usa aqui, significa un hidrocarburo de cadena lineal, ramificado o ciclico, sustituido o no
sustituido, que esta completamente saturado o que contiene una o mas unidades de instauracion, pero que no es
aromatico.

Como se usa aqui, la expresion "grupo alquilo" se refiere a radicales/grupos de hidrocarburo alifatico saturado, tanto
de cadena lineal como ramificada.

Como se usa aqui, el término "sustancialmente" pretende modificar una cualidad, de modo que una caracteristica
determinada no tenga que estar "exactamente" de acuerdo con esa cualidad. Convenientemente, este modificador
puede indicar una desviacion de la cualidad dada de menos de o igual a alrededor de 20%, tal como menos de o igual
a alrededor de 15%, tal como menos de o igual a alrededor de 10%, tal como menos de o igual a alrededor de 5%, tal
como menos de o igual a alrededor de 1%, tal como alrededor de 0%. En términos generales, se prefiere una
desviacion mas baja. A modo de ejemplo, si una membrana se describe como sustancialmente transparente en el
espectro visible, la membrana puede ser sélo alrededor de un 80% transparente en el espectro visible. Como se usa
aqui, el término "metal" pretende incluir formas elementales o compuestos de metales. Como se usa aqui, la expresion
"impedir el paso", aplicado a un componente en particular, pretende abarcar tanto impedir completamente el paso
como impedir parcialmente el paso (por ejemplo, restringir/obstaculizar el paso), siempre que el paso no afecte
materialmente las caracteristicas esenciales de ese componente en particular.

A modo de ejemplo, la membrana que es impermeable al agente que cambia de color para evitar el paso del mismo
puede abarcar la membrana que impide sustancialmente el paso del agente que cambia de color en la medida en que
persiste una cantidad suficiente de agente que cambia de color para efectuar un cambio de color tras la unién y/o
liberacion del metal.
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Adecuadamente, puede entenderse que "prevenir" significa que menos de o igual a alrededor del 20% del componente
relevante puede pasar a través de la membrana, en base al peso (por ejemplo, medido durante un periodo de alrededor
de 1 mes); tal como menos de o igual a alrededor del 15%, tal como menos de o igual a alrededor del 10%, tal como
menos de o igual a alrededor del 5%, tal como menos de o igual a alrededor del 1%. Hablando en términos generales,
se prefiere una desviacién mas baja, siendo el mas preferido un paso de alrededor de 0%. La definicion opuesta se
aplica a "permitir el paso" (es decir, que abarca tanto permitir completamente como permitir parcialmente).

Como se usa aqui, las relaciones pueden definirse como intervalos de relaciones, tal como que el componente A al
componente B estan en una relacion de alrededor de 1:1 a 5. Esto debe entenderse como que el componente B puede
estar presente en un intervalo de una cantidad igual del componente A hasta cinco veces la cantidad del componente
B.

DESCRIPCION DETALLADA

Segun un primer aspecto de la presente invencion, se proporciona una composicion que comprende:

un metal, en la que el metal es hierro;

un inhibidor de la agregacién de metales, en la que el inhibidor de la agregacion de metales es un bromuro
de trimetilamonio alifatico;

un agente que cambia de color, en la que el agente que cambia de color es un cromazurol;

en la que el metal se puede unir al agente que cambia de color para proporcionar un cambio de color al unirse
y/o liberarse del mismo,

en la que el metal y el agente que cambia de color estan presentes en una relacion molar de alrededor de
1:11a20,y

en la que el metal y el inhibidor de agregacién estan presentes en una relacion molar de alrededor de 1:0,5
a 30;

opcionalmente en la que la composicion es una composicion pulverizable, que comprende un tensioactivo y
un vehiculo liquido.

También se describe, pero no se reivindica en la presente, una composicion pulverizable, que comprende:
un metal;
un inhibidor de la agregacion de metales;
un agente que cambia de color;
un tensioactivo; y
un vehiculo liquido;

en la que el metal se puede unir al agente que cambia de color para proporcionar un cambio de color al unirse
y/o liberarse del mismo.

La composicion de la presente invencion es util en aplicaciones en las que es deseable la deteccion y reduccion y/o
eliminacién de microorganismos. La composicion de la presente invencion se puede pulverizar sobre un articulo (por
ejemplo, una superficie) y se puede usar para detectar la presencia de microorganismos por medio de un cambio de
color que surge de una interaccion entre el agente que cambia de color, el metal y los sideroforos liberados por los
microorganismos (por ejemplo, bacterias). En conjunto, el componente tensioactivo se puede usar para desinfectar
las bacterias a través de disrupcion (por ejemplo, ruptura) de las membranas celulares bacterianas, que estan
compuestas por una bicapa fosfolipidica.

La intensidad del cambio de color esta relacionada con la cantidad de sideroforos presentes, y por lo tanto con los
niveles de bacterias. Como resultado, un usuario de la composicion de la presente invencion puede determinar el nivel
de desinfeccién requerido, por ejemplo si se debe aplicar una composicién adicional y/o si se requiere una limpieza
adicional (por ejemplo, limpieza mecanica, tal como frotar) para reducir y/o eliminar los microorganismos detectados.

Se apreciara, por tanto, que las composiciones de la presente invencion facilitan la limpieza. En particular, podria

aplicarse una pequefia cantidad de composicion (por ejemplo, una ligera pulverizaciéon) a un articulo (tal como una
superficie) que requiera limpiarlo, lo que indicaria si la superficie esta contaminada. En el caso de que tenga lugar un
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cambio de color, se puede aplicar mas composicion y/u otros agentes de limpieza al articulo, y/o se puede realizar una
limpieza adicional. Esto puede continuar hasta que ya no se observe un cambio de color.

Como alternativa o adicionalmente, la composicién de la presente invencion puede ser util en aplicaciones en las que
es deseable la deteccion de ciertas sustancias quimicas (por ejemplo, sustancias quimicas acidas o basicas). Como
se describié anteriormente, la composicion de la presente invencién se puede pulverizar sobre un articulo (por ejemplo,
una superficie) y se puede usar para detectar la presencia de sustancias quimicas por medio de un cambio de color
que surge de una interaccion entre el agente que cambia de color, el metal y las sustancias quimicas presentes.

En términos generales, la composicion de la presente invencién es adecuada para la deteccién de sustancias quimicas
que alteran la afinidad de unién del agente que cambia de color por el metal, de manera que se produce un cambio
de color en el agente que cambia de color tras la exposicidn a dichas sustancias quimicas.

El agente que cambia de color, tal como CAS (por ejemplo, CAS S), puede ser tetrabasico, con 4 restos de hidrégeno
ionizables. La ionizacion de uno o mas de dichos restos puede conducir a un cambio de color. Por lo tanto, una
sustancia quimica capaz de lograr dicha ionizacion puede detectarse tras la exposicion a tal agente que cambia de
color. El experto en la técnica comprendera la naturaleza de las sustancias quimicas para las cuales la composicion
de la presente invencion es adecuada para la deteccion.

El agente que cambia de color puede proporcionar un cambio de color en el espectro visible (por ejemplo, alrededor
de 390 nm a 700 nm).

El metal y el inhibidor de la agregacion de metales estan presentes en una relacién molar de alrededor de 1:0,5 a 30;
opcionalmente alrededor de 1:0,5 a 7; opcionalmente alrededor de 1:0,5 a 7; opcionalmente alrededor de 1:0,75 a 6;
opcionalmente alrededor de 1:0,75 a 5; opcionalmente alrededor de 1:0,75 a 3; opcionalmente alrededor de 1:1 a 2;
opcionalmente alrededor de 1:1 a 1,5; opcionalmente alrededor de 1:1,3.

La cantidad de inhibidor de la agregacion de metales debe ser suficiente para proporcionar la funcién antes
mencionada para impedir, restringir o prevenir adecuadamente la agregacion del metal.

Ciertos inhibidores de la agregacion de metales se unen fuertemente a los metales (por ejemplo, hierro), y por lo tanto
su presencia en niveles excesivos (es decir, mas alla de los niveles requeridos para realizar su funcion como inhibidor
de la agregacion) puede ser indeseable. En particular, el exceso de tales inhibidores de la agregacién de metales
puede impedir la absorcion del metal por los sideroforos y/o el agente que cambia de color, e impedir o prevenir de
ese modo el cambio de color.

El metal y el agente que cambia de color estan presentes en una relacién molar de alrededor de 1:1 a 20;
opcionalmente alrededor de 1:1 a 15; opcionalmente alrededor de 1:2 a 13; opcionalmente alrededor de 1:2 a 11,5;
opcionalmente alrededor de 1:2 a alrededor de 8; opcionalmente alrededor de 1:2 a 5; opcionalmente alrededor de 1:2
a 4; opcionalmente alrededor de 1:3,3.

La cantidad de agente que cambia de color debe ser suficiente para proporcionar la funcién antes mencionada de
proporcionar un cambio de color al unirse y/o liberarse el metal.

Ciertos agentes que cambian de color pueden manchar los articulos (por ejemplo, superficies) sobre los que se aplican,
y por lo tanto la presencia en niveles excesivos (es decir, mas alla de los niveles necesarios para realizar su funcion)
puede ser indeseable.

El metal y el tensioactivo pueden estar presentes en una relacién en peso de alrededor de 1:500 a 7.000;
opcionalmente alrededor de 1:750 a 4.500; opcionalmente alrededor de 1:750 a 3.000; opcionalmente alrededor de
1:1000 a 1.500; opcionalmente alrededor de 1:1,200. Como se usa aqui, el peso del hierro se refiere al peso
equivalente del hierro elemental (es decir, Fe) y no al peso total de un compuesto que contiene hierro (por ejemplo,
FeCls).

El metal y el tensioactivo pueden estar presentes en una relacién molar de alrededor de 1:25 a 240; opcionalmente
alrededor de 1:25 a 200; opcionalmente alrededor de 1:25 a 150; opcionalmente alrededor de 1:25 a alrededor de 100;
opcionalmente alrededor de 1:30 a alrededor de 70; opcionalmente alrededor de 1:40 a alrededor de 60;
opcionalmente alrededor de 1:51.

El componente tensioactivo puede reducir el manchado de articulos (por ejemplo, articulos que requieren
descontaminacion) por el agente que cambia de color.

Las relaciones relativas del hierro, el inhibidor de la agregacion de metales, el agente que cambia de color y el
tensioactivo se pueden adaptar dependiendo de la aplicacion.
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Algunos tensioactivos se unen fuertemente al metal (por ejemplo, hierro) de manera similar al inhibidor de la
agregacion sefalado anteriormente, y por lo tanto, la presencia en niveles excesivos (es decir, mas alla de los niveles
necesarios para realizar su funcion como tensioactivo para la limpieza) puede ser igualmente indeseable.

El tensioactivo puede ser bromuro de hexadecil-trimetil-amonio (HDTMA), un polisorbato (opcionalmente un
polisorbato 80 o polisorbato 20, opcionalmente un Tween®), un etoxilato de fenol alifatico (tal como Triton X-100;
opcionalmente en el que el grupo alifatico es un grupo alquilo; opcionalmente en el que el etoxilato de fenol alifatico
es etoxilato de octilfenol), una sulfobetaina alifatica (opcionalmente en la que el grupo alifatico es un grupo alquilo,
opcionalmente en la que el grupo alifatico tiene una longitud de cadena lineal de 8 a 16 atomos de carbono;
opcionalmente en la que la sulfobetaina alifatica es lauril sulfobetaina), un bromuro de trimetilamonio alifatico
(opcionalmente en el que el grupo alifatico es un grupo alquilo, opcionalmente en el que el grupo alifatico tiene una
longitud de cadena lineal de 10 a 22 atomos de carbono, opcionalmente en el que el bromuro de trimetilamonio alifatico
es bromuro de miristiltrimetilamonio o bromuro de trimetiloctadecilamonio), opcionalmente en el que el tensioactivo es
bromuro de hexadecil-trimetil-amonio (HDTMA).

El tensioactivo puede ser un polisorbato (opcionalmente, un polisorbato 80 [es decir, monooleato de polioxietilen (20)
sorbitan] o polisorbato 20, opcionalmente un Tween®), un etoxilato de fenol alifatico (tal como Triton X-100;
opcionalmente en el que el grupo alifatico es un grupo alquilo; opcionalmente en el que el etoxilato de fenol alifatico
es etoxilato de octilfenol), una sulfobetaina alifatica (opcionalmente en la que el grupo alifatico es un grupo alquilo,
opcionalmente en la que el grupo alifatico tiene una longitud de cadena lineal de 8 a 16 atomos de carbono;
opcionalmente en la que la sulfobetaina alifatica es lauril sulfobetaina), un bromuro de trimetilamonio alifatico
(opcionalmente en el que el grupo alifatico es un grupo alquilo, opcionalmente en el que el grupo alifatico tiene una
longitud de cadena lineal de 10 a 22 atomos de carbono, en el que opcionalmente el bromuro de trimetilamonio alifatico
es bromuro de miristiltrimetilamonio o bromuro de trimetiloctadecilamonio).

Ciertos tensioactivos pueden unirse al metal y, de ese modo, dificultar o evitar la absorcién del metal por el agente
que cambia de color y/o el sideréforo. Por lo tanto, el tensioactivo se puede escoger para que tenga una menor afinidad
de unién al metal que el agente que cambia de color y/o el sideréforo. Los siderdforos tienen una afinidad de union
por el hierro, K4, de mas de alrededor de 10%° M-".

Adecuadamente, el tensioactivo se puede escoger de modo que la afinidad de union del sideréforo sea al menos
alrededor de 10 veces mayor que la del tensioactivo; opcionalmente al menos alrededor de 50 veces mayor;
opcionalmente al menos alrededor de 100 veces mayor; opcionalmente al menos alrededor de 1.000 veces mayor;
opcionalmente al menos alrededor de 10.000 veces mayor; opcionalmente al menos alrededor de 100.000 veces
mayor. En términos generales, se prefiere una mayor afinidad de unién relativa del agente que cambia de color y/o del
sideroforo (con respecto al tensioactivo).

No se cree que los tensioactivos de polisorbato interactien con el agente que cambia de color (tal como CAS, por
ejemplo CAS S).

El vehiculo liquido puede ser agua. El agua puede ser util en la destruccion de las membranas celulares bacterianas
a través de la formacién de una emulsion que comprende lipidos derivados de la bicapa fosfolipidica.

El vehiculo liquido puede estar presente en un nivel de alrededor de 50 ml a 1000 ml por alrededor de 1 g de los otros
componentes en la composicion (es decir, 1 g se refiere al peso total del metal, el inhibidor de la agregaciéon de metales,
el agente que cambia de color y el tensioactivo); opcionalmente alrededor de 100 ml a 800 ml por alrededor de 1 g;
opcionalmente alrededor de 200 ml a 550 ml por alrededor de 1 g; opcionalmente alrededor de 375 ml por alrededor
de1g.

El vehiculo liquido puede estar presente alternativamente a un nivel de alrededor de 50 ml a 2.000 ml por alrededor
de 0,1 g de los otros componentes en la composicion (es decir, 0,1 g se refiere al peso total del metal, el inhibidor de
la agregacion de metales, el agente que cambia de color y el tensioactivo); opcionalmente alrededor de 200 ml a 1.600
ml por alrededor de 0,1 g; opcionalmente alrededor de 250 ml a 1.100 ml por alrededor de 0,1 g; opcionalmente
alrededor de 300 ml a 500 ml por alrededor de 0,1 g.

Diluir la composicién usando un vehiculo liquido puede ser Util para reducir las manchas por la composicién. La dilucion
también puede ayudar a producir un cambio de color visible.

También se describe, pero no se reivindica en la presente, una composicion, que comprende:
un metal;
un inhibidor de la agregacion de metales; y

un agente que cambia de color;
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en la que el metal se puede unir al agente que cambia de color para proporcionar un cambio de color al unirlo
y/o liberarlo, y en la que el metal y el agente que cambia de color estan presentes en una relacion molar de
alrededor de 1:1 a 15.

Dicha composiciéon puede ser util en un marcador que cambia de color para detectar la presencia y/o el nivel de
sideroforos, y, por extension, de microbios.

El metal y el agente que cambia de color pueden estar presentes en una relacion molar de alrededor de 1:2 a 13;
opcionalmente alrededor de 1:2 a 11,5; opcionalmente alrededor de 1:2 a alrededor de 8; opcionalmente alrededor de
1:2 a 5; opcionalmente alrededor de 1:2 a 4; opcionalmente alrededor de 1:3,3. Tal composicidon puede ser util para
incorporarla a un marcador, y/o puede ser Util como composicion per se para la deteccion de microorganismos y/o
sustancias quimicas, como se explica aqui.

El metal y el agente que cambia de color pueden estar presentes en una relacion molar de alrededor de 1:1 a 20,
opcionalmente alrededor de 1:2,5 a 17,5; opcionalmente alrededor de 1:5 a alrededor de 15; opcionalmente alrededor
de 1:7,5 a 12,5; opcionalmente alrededor de 1:10. Tal composicion puede ser util para incorporarla a una toallita, y/o
puede ser util como composicion per se para la deteccion de microorganismos y/o sustancias quimicas, como se
explica aqui.

El metal y el inhibidor de la agregacion pueden estar presentes en una relacién molar de alrededor de 1:0,5 a 7;
opcionalmente alrededor de 1:0,5 a 7; opcionalmente alrededor de 1:0,75 a 6; opcionalmente alrededor de 1:0,75 a 5;
opcionalmente alrededor de 1:0,75 a 3; opcionalmente alrededor de 1:1 a 2; opcionalmente alrededor de 1:1 a 1,5;
opcionalmente alrededor de 1:1,3. Tal composicidn puede ser util para incorporarla a un marcador, y/o puede ser util
como composicion per se para la deteccion de microorganismos y/o sustancias quimicas, como se explica aqui.

El metal y el inhibidor de la agregacion pueden estar presentes en una relacion molar de alrededor de 1:0,5 a 30;
opcionalmente alrededor de 1:0,75 a 27,5; opcionalmente alrededor de 1:0,75 a 25; opcionalmente alrededor de 1:5 a
25; opcionalmente alrededor de 1:10 a 25; opcionalmente alrededor de 1:15 a 25; opcionalmente alrededor de 1:17,5
a 22,5; opcionalmente alrededor de 1:20. Tal composicion puede ser Util para incorporarla a una toallita, y/o puede ser
util como composicién per se para la deteccién de microorganismos y/o sustancias quimicas, como se explica aqui.

Las relaciones relativas del hierro, el inhibidor de la agregacion de metales y el agente que cambia de color pueden
adaptarse segun la aplicacion.

La composicion puede comprender ademas un vehiculo liquido (opcionalmente agua). La inclusion de un vehiculo
liquido puede facilitar la aplicaciéon de la composicion a un marcador.

El vehiculo liquido puede estar presente a un nivel de alrededor de 50 ml a 200 ml por alrededor de 1 g de los otros
componentes en la composicion (es decir, 1 g se refiere al peso total del metal, el inhibidor de la agregacion de metales
y el agente que cambia de color); opcionalmente alrededor de 75 ml a 150 ml por alrededor de 1 g; opcionalmente
alrededor de 85 ml a 130 ml por alrededor de 1 g; opcionalmente alrededor de 100 ml por alrededor de 1 g.

Dicha composicién puede ser una composicion pulverizable, que comprende un vehiculo liquido. Las composiciones
pulverizables pueden ser Utiles en el caso de que sea deseable la deteccidén de microorganismos y/o ciertas sustancias
quimicas (por ejemplo, sustancias quimicas acidas o basicas). Como se describié anteriormente, la composicién de la
presente invencion se puede pulverizar sobre un articulo (por ejemplo, una superficie) y se puede usar para detectar
la presencia de microorganismos y/o sustancias quimicas por medio de un cambio de color que surge de una
interaccion entre el agente que cambia de color, el metal y las sustancias quimicas presentes.

En el caso de que la composicién sea una composicion pulverizable, el vehiculo liquido puede estar presente a un
nivel de alrededor de 50 ml a 2.000 ml por alrededor de 0,1 g de los componentes metal, inhibidor de la agregacién
de metales y agente que cambia de color; opcionalmente alrededor de 200 ml a 1.600 ml por alrededor de 0,1 g;
opcionalmente alrededor de 250 ml a 1.100 ml por alrededor de 0,1 g; opcionalmente alrededor de 300 ml a 500 ml
por alrededor de 0,1 g.

La composiciéon puede comprender ademas un tensioactivo. El metal y el tensioactivo pueden estar presentes en una
relacion en peso de alrededor de 1:500 a 7.000; opcionalmente alrededor de 1:750 a 4.500; opcionalmente alrededor
de 1:750 a 3.000; opcionalmente alrededor de 1:1000 a 1.500; opcionalmente alrededor de 1:1,200.

El tensioactivo puede ser bromuro de hexadecil-trimetil-amonio (HDTMA), un polisorbato (opcionalmente un
polisorbato 80 o polisorbato 20, opcionalmente un Tween®), un etoxilato de fenol alifatico (tal como Triton X-100;
opcionalmente en el que el grupo alifatico es un grupo alquilo; opcionalmente en el que el etoxilato de fenol alifatico
es etoxilato de octilfenol), una sulfobetaina alifatica (opcionalmente en la que el grupo alifatico es un grupo alquilo,
opcionalmente en la que el grupo alifatico tiene una longitud de cadena lineal de 8 a 16 atomos de carbono;
opcionalmente en la que la sulfobetaina alifatica es lauril sulfobetaina), un bromuro de trimetilamonio alifatico
(opcionalmente en el que el grupo alifatico es un grupo alquilo, opcionalmente en el que el grupo alifatico tiene una
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longitud de cadena lineal de 10 a 22 atomos de carbono, opcionalmente en el que el bromuro de trimetilamonio alifatico
es bromuro de miristiltrimetilamonio o bromuro de trimetiloctadecilamonio), opcionalmente en el que el tensioactivo es
bromuro de hexadecil-trimetil-amonio (HDTMA).

El metal y el tensioactivo pueden estar presentes en una relacién molar de alrededor de 1:25 a 240; opcionalmente
alrededor de 1:25 a 200; opcionalmente alrededor de 1:25 a 150; opcionalmente alrededor de 1:25 a alrededor de 100;
opcionalmente alrededor de 1:30 a alrededor de 70; opcionalmente alrededor de 1:40 a alrededor de 60;
opcionalmente alrededor de 1:51.

A continuacion se exponen las caracteristicas del primer aspecto de la presente invencion.

El metal es hierro; opcionalmente hierro (l1); opcionalmente FeCls; tal como FeCls hidratado (FeCls-6H20).

El agente que cambia de color es un cromazurol (tal como cromazurol S o cromazurol B). También se describen aqui,
pero no se reivindican en la presente, casos en los que el agente que cambia de color es un tanino. El agente que

cambia de color puede ser cromazurol S (CAS). Los compuestos de cromazurol forman un color azul al unirse con el
hierro, y se colorean de naranja en ausencia de hierro.

0 0

ONa

NaO

CHj
Cromazurol S Cromazurol B

Los taninos son una clase de compuestos polifendlicos, tales como vescalagina, castalagina [isémero (33beta) de
vescalagina), penta-O-galoil-beta-D-glucosa.

Se apreciara que los compuestos de cromazurol pueden existir en diferentes formas isoméricas y/o formas de sal,
particularmente como resultado de la conjugacién en los compuestos. Todas estas formas estan previstas aqui.

El inhibidor de la agregacién es un bromuro de trimetilamonio alifatico; opcionalmente en el que el grupo alifatico es
un grupo alquilo, opcionalmente en el que el grupo alifatico tiene una longitud de cadena lineal de 12 a 22 4tomos de
carbono; tal como alrededor de 14 a 18 atomos de carbono.

El inhibidor de la agregacion puede ser bromuro de hexadecil-trimetil-amonio (HDTMA). HDTMA es particularmente
util en el contexto de aplicaciones de limpieza (por ejemplo, una composicion pulverizable), ya que HDTMA también
proporciona un efecto antimicrobiano.

HDTMA también puede comportarse como un tensioactivo. En el contexto de la presente invencion, cuando estan
presentes tanto un inhibidor de la agregacion de metales tensioactivo (por ejemplo, HDTMA) como un tensioactivo,
debe entenderse que el inhibidor de la agregacion de metales define un componente diferente al componente
tensioactivo. En otras palabras, el tensioactivo y el inhibidor de la agregacion de metales son entidades quimicas
diferentes.

HDTMA se une fuertemente al metal (por ejemplo, hierro), y por tanto su presencia en niveles excesivos (es decir,
mas alla de los niveles necesarios para realizar su funcidon como inhibidor de la agregacion), tal como los niveles
necesarios para proporcionar un efecto tensioactivo (de limpieza) suficiente, puede ser indeseable. En particular, el
exceso de HDTMA puede impedir la absorcion del metal por los sideréforos, e impedir o evitar de ese modo el cambio
de color. Las mismas consideraciones pueden aplicarse a otros inhibidores de la agregacion de metales.

Segun un segundo aspecto de la presente invencion, se proporciona un sustrato que comprende un soporte de sustrato
que tiene una composicion en el mismo, en el que la composicién comprende:

un metal, en la que el metal es hierro;
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un inhibidor de la agregacion de metales, en la que el inhibidor de la agregaciéon de metales es un bromuro
de trimetilamonio alifatico; y

un agente que cambia de color, en la que el agente que cambia de color es un cromazurol;

en la que el metal se puede unir al agente que cambia de color para proporcionar un cambio de color al unirse
y/o liberarse del mismo;

en la que el metal y el inhibidor de agregacién estan presentes en una relacion molar de alrededor de 1:0,5
a30;y

en la que el metal y el agente que cambia de color estan presentes en una relacion molar de alrededor de
1:1a 20.

También se describe aqui, pero no se reivindica en la presente, un sustrato que comprende un soporte de sustrato
que tiene una composiciéon en el mismo, en el que la composicion comprende:

un metal;
un inhibidor de la agregacion de metales; y
un agente que cambia de color;

en la que el metal se puede unir al agente que cambia de color para proporcionar un cambio de color al unirse
y/o liberarse del mismo.

El sustrato de la presente invencién es util en aplicaciones en las que es deseable la deteccidén de microorganismos.
El sustrato de la presente invencion puede frotarse sobre un articulo (por ejemplo, una superficie) y se puede usar
para detectar la presencia de microorganismos por medio de un cambio de color que surge de una interaccion entre
el agente que cambia de color, el metal y los siderdforos liberados por los microorganismos (por ejemplo, bacterias).

Como alternativa o adicionalmente, el sustrato de la presente invencion puede ser util en aplicaciones en las que es
deseable la deteccion de ciertas sustancias quimicas (por ejemplo, sustancias quimicas acidas o basicas).

La intensidad del cambio de color esta relacionada con la cantidad de sideroforos, y de ese modo, relacionada con los
niveles de bacterias. La intensidad del cambio de color esta relacionada alternativa o adicionalmente con la cantidad
de sustancias quimicas presentes. Como resultado, un usuario del sustrato de la presente invencion puede determinar
el nivel de microorganismos y/o sustancias quimicas presentes en el sustrato de la presente invencion.

El soporte de sustrato puede ser un material no tejido, tal como un material fibroso (opcionalmente papel o tela).

El soporte de sustrato puede comprender celulosa, poliéster, lignina, proteina, acrilico, nailon, aramida, poliuretano,
alginato, y/o mezclas de los mismos (tales como fibras lignocelulosicas). El soporte de sustrato puede comprender
fibras de celulosa, poliéster, lignina y/o mezclas de las mismas (tales como fibras lignoceluldsicas), opcionalmente en
el que el soporte de sustrato comprende celulosa.

El soporte de sustrato puede comprender pulpa, lana, seda, yute, lino, ramio, sisal, bagazo, fibras de platano, cainamo,
lino, pelo de camello, kenaf, y/o mezclas de los mismos.

El sustrato puede ser absorbente. El sustrato puede ser capaz de absorber al menos alrededor de 1 vez su peso (en
base al peso total del sustrato) en liquido, tal como al menos alrededor de 2 veces su peso, tal como al menos alrededor
de 3 veces su peso, tal como al menos alrededor de 5 veces su peso en liquido. El sustrato puede ser capaz de
absorber entre alrededor de 1-10 veces su peso (en base al peso total del sustrato) en liquido, tal como entre alrededor
de 2-8 veces su peso, tal como entre alrededor de 3-7 veces su peso en liquido.

El sustrato puede ser una toallita, tal como una toallita para superficies o una toallita personal (por ejemplo, para
bebés); una toalla de papel; o un pafiuelo desechable (tal como un pafuelo higiénico o facial). El sustrato puede ser
una toallita para superficies.

La composicion puede ser como se define anteriormente en el primer aspecto de la presente invencion.

El sustrato se puede humedecer (es decir, con liquido). El sustrato se puede humedecer con agua. El sustrato se
puede humedecer con alrededor de 0,1 a 10 veces su peso (en base al peso total del sustrato) de liquido, tal como
alrededor de 0,25 a 7,5 veces su peso de liquido, tal como alrededor de 0,5 a 5 veces su peso de liquido, tal como
alrededor de 1 a 5 veces su peso de liquido.
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Segun un tercer aspecto de la presente invencion, se proporciona un marcador que comprende una membrana,
envolviendo la membrana una composicion y un soporte, comprendiendo la composicion:

un metal, en la que el metal es hierro;

un inhibidor de la agregaciéon de metales, en la que el inhibidor de la agregacion de metales es un bromuro
de trimetilamonio alifatico; y

un agente que cambia de color, en la que el agente que cambia de color es un cromazurol,

en la que el metal se puede unir al agente que cambia de color para proporcionar un cambio de color al unirse
y/o liberarse del mismo; en el que la membrana es impermeable al agente que cambia de color para evitar
que pase a través de ella, en el que la membrana es permeable a los sideroforos para permitir que pasen a
través de ella y entren en contacto con el agente que cambia de color, en la que el metal y el inhibidor de
agregacion estan presentes en una relacion molar de alrededor de 1:0,5 a 30, y en la que el metal y el agente
que cambia de color estan presentes en una relacion molar de alrededor de 1:1 a 20.

También se describe aqui, pero no se reivindica en la presente, un marcador que comprende una membrana,
envolviendo la membrana una composicion y un soporte, comprendiendo la composicion:

un metal;
un inhibidor de la agregacion de metales; y
un agente que cambia de color,

en la que el metal se puede unir al agente que cambia de color para proporcionar un cambio de color al unirse
y/o liberarse del mismo; en el que la membrana es impermeable al agente que cambia de color para evitar
que pase a través de ella, y en el que la membrana es permeable a los sideréforos para permitir que pasen
a través de ella y entren en contacto con el agente que cambia de color.

El marcador de la presente invencién se puede usar para indicar si los microbios (por ejemplo, bacterias) estan
presentes y/o estan por encima de un cierto nivel. El marcador se puede usar en aplicaciones de alimentos y/o bebidas,
para determinar si el alimento y/o la bebida son seguros o no para el consumo.

A modo de ejemplo, el marcador se puede proporcionar dentro de un recipiente sellado que contenga carne. Con el
tiempo, las bacterias presentes en la carne se multiplicaran, y eventualmente la carne se volvera téxica. A medida que
las bacterias se multiplican, la cantidad de sideraforos presentes aumentara. Los sideraforos migraran a través de la
membrana, entraran en contacto con el agente que cambia de color, secuestraran el metal, y haran que se libere del
agente que cambia de color. Una vez que la cantidad de sideraforos alcance un cierto nivel, esto provocara un cambio
visible en el color del agente que cambia de color, indicando que la carne ya no es segura para comer.

La permeabilidad de la membrana evita que el agente que cambia de color se filtre fuera del marcador, lo que puede
causar contaminacion y/o decoloracion (por ejemplo, de alimentos y/o bebidas que se pueden proporcionar cerca del
marcador, tal como en un recipiente en el que se va a aplicar el marcador). Ciertos agentes que cambian de color
pueden ser téxicos, y por lo tanto puede ser deseable evitar el paso de esta manera para evitar que los materiales
téxicos lixivien del marcador (que luego pueden entrar en contacto con alimentos y/o bebidas cerca del marcador).
Como alternativa o adicionalmente, ciertos agentes que cambian de color pueden causar otros efectos indeseables,
por ejemplo tincién, cambios de sabor, etc., y por lo tanto, dicha permeabilidad de la membrana puede proporcionar
ventajas a este respecto.

La permeabilidad de la membrana garantiza que los sideréforos (por ejemplo, a medida que son liberados por las
bacterias presentes en los alimentos y/o bebidas proporcionados cerca del marcador) puedan atravesar la membrana
para ponerse en contacto con el agente que cambia de color.

La membrana puede ser impermeable al metal y/o al inhibidor de la agregacién de metales para evitar el paso a través
de la misma. Al igual que con el agente que cambia de color, los metales y/o los inhibidores de la agregacion de
metales pueden causar de manera similar contaminacion y/o decoloracion.

El marcador puede estar configurado para aplicarse a un recipiente de comida y/o bebida (tal como mediante union,
por ejemplo adhesion, opcionalmente en forma de una pegatina, o sujetandolo de otro modo).

El marcador puede configurarse de manera que la membrana sea permeable para permitir el paso de los sideréforos
a través de solo una parte de la membrana, tal como una porcion de la membrana para colocarla frente a un alimento
y/o bebida, en los casos en que el marcador se aplique a un recipiente para alimentos y/o bebidas; y/o una porcién de
la membrana que recubre el soporte (permitiendo asi el paso al soporte). El resto de la membrana puede sellarse
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sustancialmente, evitando sustancialmente que los componentes de la composicion y/o los materiales ambientales
atraviesen la membrana.

La composicion en el marcador puede ser como se define anteriormente en el primer aspecto de la invencion.
La membrana puede ser sustancialmente transparente en el espectro visible.

La membrana puede ser una membrana de exclusion por tamafio; dimensionada opcionalmente para evitar el paso
de especies (por ejemplo, uno o0 mas componentes de la composicion, tal como el agente que cambia de color), al
tiempo que permite el paso de sideroforos.

Una membrana de exclusion por tamafio puede comprender poros que se dimensionan para permitir o restringir el
paso de especies que tienen pesos moleculares de tamafios variables.

La membrana de exclusion por tamafio puede comprender poros dimensionados para evitar el paso de especies que
tienen un peso molecular de alrededor de 1 kilodalton o mas; opcionalmente alrededor de 2 kilodaltons o mas;
opcionalmente alrededor de 4 kilodaltons o mas; opcionalmente alrededor de 6 kilodaltons o mas; opcionalmente
alrededor de 8 kilodaltons o mas; opcionalmente alrededor de 10 kilodaltons o mas; opcionalmente alrededor de 12
kilodaltons o mas; opcionalmente alrededor de 15 kilodaltons 0 mas. Se ha encontrado inesperadamente que las
membranas de exclusiéon por tamafio con poros dimensionados para evitar el paso de componentes que tienen pesos
por encima de los intervalos indicados, y en consecuencia para permitir el paso de componentes de menor peso,
pueden no obstante bloquear tales componentes de menor peso (por ejemplo, el agente que cambia de color tal como
CAS) para que no pasen a través de la membrana. Se apreciara que el uso de una membrana de exclusién por tamafo
configurada para permitir el paso de especies de alto peso molecular significa que el tamafio de poro en esas
membranas es relativamente grande. Se apreciara ademas que seleccionar una membrana de exclusiéon por tamafio
con un tamafio de poro grande puede ser Util para facilitar el paso de los sideroforos a través de la membrana.

Sin desear estar limitados por la teoria, se entiende que la membrana de exclusién por tamafio puede impedir el paso
de ciertas especies cargadas (por ejemplo, el agente que cambia de color, tal como CAS), en cierto modo
independientemente del tamafio de poro de la misma. Las membranas cargadas pueden repeler co-iones que tienen
la carga del mismo signo que la de la membrana mediante una fuerza de repulsién eléctrica. Una membrana cargada
puede rechazar iones mucho mas pequefos que los radios de los poros de la membrana, pero no moléculas de soluto
que no portan carga eléctrica de un tamafio similar. Normalmente, las membranas estan cargadas negativamente.
Esto permite el transporte de sideréforos, que generalmente se supone que no tienen carga, pero bloquea el transporte
de CAS, que tiene carga eléctrica negativa.

La membrana puede comprender celulosa y/o celulosa benzoilada.
El soporte puede proporcionar una estructura de soporte para contener los componentes de la composicion.

El soporte puede estar desecado. Un soporte desecado puede ser Util para proporcionar un gradiente de concentracion
y promover asi la migracion de los sideroforos a través de la membrana. El soporte desecado puede proporcionar un
mayor impulso para la absorcion de agua vy, por lo tanto, del sider6foro bacteriano. Esto puede dar una mayor area de
captacion para el marcador.

Adecuadamente, el soporte desecado puede tener un contenido de liquido (por ejemplo, agua) menor que alrededor
de 20% en una base en peso; opcionalmente menor que alrededor de 15%; opcionalmente menor que alrededor de
10%; opcionalmente menor que alrededor de 5%; opcionalmente menor que alrededor de 2,5%; opcionalmente
alrededor del 0%.

En aplicaciones que implican un soporte desecado, la composicion puede aplicarse convenientemente al soporte como
un liquido, y el soporte se puede desecar posteriormente.

El soporte se puede seleccionar de agar, alcohol polivinilico, cloruro de polivinilo, gelatina, celulosa, pectina, polimero
de etileno-alcohol vinilico, poliuretano, poliestireno, geles de metoxil pectina, gel de fibra de trigo/almidéon modificado,
goma gelana acilica (opcionalmente una goma gelana con alto contenido de acilo, tal como Kelcogel® con alto
contenido de acilo), un polisacarido sulfatado lineal (tal como carragenina).

El marcador puede ser para uso con alimentos y/o bebidas. Los articulos de alimentos o bebidas tienen requisitos
particulares desde una perspectiva de salud y seguridad, particularmente con respecto a la toxicidad. Por lo tanto, la
idoneidad para el uso en este sentido debe entenderse como que el marcador cumple con tales requisitos.

También se describe aqui, pero no se reivindica en la presente, un recipiente para alimentos y/o bebidas que
comprende un marcador segun el tercer aspecto.
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Las caracteristicas descritas anteriormente con respecto al primer, segundo y/o tercer aspecto de la presente invencion
también representan caracteristicas de cada uno de los demas aspectos de la presente invencion (y vice versa), sujeto
a una incompatibilidad técnica que impediria tal combinacion de caracteristicas. Ademas, sera evidente para el experto
en la técnica que las ventajas expuestas anteriormente con respecto al primer, segundo y/o tercer aspecto de la
presente invencion también son ofrecidas por cada uno de los demas aspectos de la presente invencion (de nuevo y
vice versa).

La invencién se describira ahora con mas detalle, sélo a modo de ejemplo, con referencia a los ejemplos y la figura
que se acompafan, en los que:

La Figura 1 muestra un espectro de emision para CAS a pH variable.
EJEMPLOS
Ejemplo 1

Se prepararon disoluciones madre de composiciones segun la presente invencidon mezclando las siguientes
disoluciones:

Disolucion madre A:
| 50 ml de una disolucién que comprende 0,06 g de CAS en 50 ml de H.O;
| 9 ml de una disolucion que comprende 0,0027 g de FeCls hidratado (FeClz-6H20) en 10 ml de HCI 10 mM;
| 8 ml de una disolucion que comprende 0,0146 g de HDTMA en 8 ml de H.O; y
| 33 ml de una disolucién que comprende 2 g de Tween® 80 en 33 ml de HxO;
Disolucion madre B:
| 50 ml de una disolucién que comprende 0,06 g de CAS en 50 ml de H.O;
| 9 ml de una disolucion que comprende 0,0081 g de FeCls hidratado (FeClz-6H20) en 10 ml de HCI 10 mM;
| 8 ml de una disolucion que comprende 0,0146 g de HDTMA en 8 ml de H.O; y
| 33 ml de una disolucién que comprende 2 g de Tween® 80 en 33 ml de HxO;

Se diluyeron 10 ml de cada disolucion madre con 90 ml de agua para proporcionar composiciones para uso
como espray de limpieza.

Se diluyeron 10 ml de cada disolucion madre con 10 ml de agua para proporcionar composiciones para uso
en un marcador. Las composiciones se pueden afiadir al marcador mezclandolas con el soporte (por ejemplo,
agar) a una temperatura de alrededor de 40°C.

Ejemplo 2

Se realizé una serie de ensayos para investigar el efecto de coloracion del aumento de la relacion molar de hierro con
respecto a CAS S (FeCls hidratado (FeCls-6H20) a CAS S). Los resultados fueron los siguientes:

| 1:0,0099 [1000x] - Azul
I 1:0,099 [100x] - Azul

| 1:0,485 [50x] - Azul

I 1:0,99 [10x] - Azul

I 1:9,9 [1x] - Azul

| 1:19,8[0,5x] - Rojo

I 1:99[0,1x] - Rojo

| 1:198 [0,05x] - Rojo
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Se obtuvo un color azul intenso con una relaciéon de 1:3,3.
Ejemplo 3

La disolucién madre B se diluyd por un factor de dos para producir una disolucion para el ensayo de visibilidad. La
disolucion se realizo entonces a las siguientes diluciones, con la visibilidad cualitativa resultante:

| 1x - azul oscuro, se ven muy pocos cambios a naranja con bacterias

| 2x - azul oscuro, todavia es dificil ver cambios a naranja con bacterias

| 5x - azul oscuro a medio, afiadiendo bacterias, puede ver visiblemente un gris y naranja

| 10x - azul medio, la mezcla con bacterias muestra un color naranja transparente

| 20x - azul casi transparente, color naranja dificil de ver debido a la alta transparencia

| 50x - casi completamente transparente con un toque azul
El ensayo se realizé en un tubo falcon de 50 ml, con cada dilucién a un volumen de 10 ml. Se afadi6 a cada dilucion
1 ml de bacterias OD 1 (células BL21 (DE3) de E-coli y cultivadas hasta una densidad 6ptica de 1 segun se determina
usando UV-VIS) en agua, hasta un volumen final de 11 ml. Las diluciones se colocaron a un volumen de 1 ml en botes
de pesaje blancos.
Ejemplo 4
El ensayo de membrana se realizd con un tubo de dialisis de MWCO de 10 kDa. El tubo de didlisis se corté hasta 10
cm de longitud para formar un cilindro de tubo abierto en ambos extremos. Después de atar un extremo del tubo de
didlisis, se afadio la formulacién hasta un volumen total de 5 ml, y entonces se até el segundo extremo para evitar
cualquier fuga de la formulacion desde los extremos del tubo.
La membrana con la formulacion se puso en leche a temperatura ambiente durante 24 horas. Los resultados se
compararon con la adicion de 5 ml de volumen total directamente a la leche, y también se compararon con respecto a
un control que comprendia la membrana llena con 5 ml de agua. No se produjo ninglin cambio de color observable en
la leche cuando se us6 la membrana. La formulaciéon dentro de la membrana cambié de color de azul a naranja, lo
que indicé que aun era posible la deteccion de sideroforos.

Ejemplo 5

A continuacion se proporciona una composicion ejemplar adecuada para su inclusion en un sustrato, tal como una
toallita para superficies.

Peso (g) [Masa molar Moles

Cromazurol S 0,03 605,28 4,96E-04
cloruro de hierro (lll) hexahidratado 0,00135 270,3 4,99E-05
bromuro de (1-hexadecil)trimetilamonio 0,0365 364,45 1,00E-03

0,0008475 g de la composicion se mezclaron con 12,25 ml de agua, y después se doparon en una toallita de celulosa
de 10x10 cm.

Ejemplo 6

Se realizd un experimento para demostrar el efecto del pH sobre el color de las composiciones segun la presente
invencion. Se prepar6 una serie de composiciones que tienen un pH entre 0,8 y 12,8, segun el siguiente procedimiento.

Se prepararon disoluciones preparatorias con un pH entre 0,8 y 6,8 a partir de una disolucion madre que comprendia
acido clorhidrico (1 ml, 37%) en agua destilada (50 ml), y entonces se diluyé con suficiente agua destilada adicional
para producir disoluciones que tienen un nivel de pH 0,3 unidades menor que la prevista para las composiciones
finales para el ensayo (por ejemplo, cuando se pretendia que la composicion final para el ensayo tuviera un pH de 1,8,
entonces la disolucion preparatoria se preparo diluyendo la disolucién madre con mas agua destilada hasta un pH de
1,5).
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Se prepararon disoluciones preparatorias con un pH entre 7,8 y 12,8 a partir de una disolucion madre que comprendia
hidréxido de sodio (0,4 g) en agua destilada (50 ml), y entonces se diluyé con mas agua destilada para producir
disoluciones que tienen un nivel de pH 0,3 unidades mayor que el previsto para las composiciones finales para el
ensayo.

A continuacién, las disoluciones preparatorias se diluyeron 1:1 (volumen) con una composicion mezclada con agua
preparada segun el Ejemplo 5, para producir composiciones finales para el ensayo que tenian el pH deseado.

Se observé que las composiciones finales (sin amortiguar) para el ensayo tenian la coloracién que se indica en la
siguiente tabla.

pH Color
0,8 Rojo
1,8 Azul
2,8 Azul
3,8 Azul
4,8 Azul
5,8 Azul
6,8 Azul
7,8 Azul
8,8 Azul
9,8 Azul
10,8 Naranja
11,8 Amarillo
12,8 Verde

Se realizd un estudio de absorbancia de luz (espectrofotometro Nanodrop 2000, 0,1 mm de paso 6ptico) en las
composiciones finales para el ensayo para determinar la absorbancia de CAS a 458 nm (Amax absorcion para CAS S)
a pH variable entre 1y 13. Los resultados se muestran en la Figura 1.
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REIVINDICACIONES
1. Una composicion, que comprende:

un metal, en la que el metal es hierro;

un inhibidor de la agregaciéon de metales, en la que el inhibidor de la agregacion de metales es un bromuro
de trimetilamonio alifatico;

un agente que cambia de color, en la que el agente que cambia de color es un cromazurol;

en la que el metal se puede unir al agente que cambia de color para proporcionar un cambio de color al unirse
y/o liberarse del mismo,

en la que el metal y el agente que cambia de color estan presentes en una relacién molar de 1:1 a 20, y

en la que el metal y el inhibidor de la agregacion estan presentes en una relacién molar de 1:0,5 a 30.

2. La composicion segun la reivindicacion 1, en la que el metal y el agente que cambia de color estan presentes en
una relacién molar de:

(a) 1:2 a 13; opcionalmente 1:2 a 11,5; opcionalmente 1:2 a 8; opcionalmente 1:2 a 5; opcionalmente 1:2 a
4; opcionalmente 1:3,3; o
(b) 1:2.5 a 17,5; opcionalmente 1:5 a 15; opcionalmente 1:7,5 a 12,5 opcionalmente 1:10.

3. La composicién segun la reivindicacion 1 o 2, en la que el metal y el inhibidor de la agregacién estan presentes en
una relacién molar de:

(a) 1:0,5 a 7; opcionalmente 1:0,75 a 6; opcionalmente 1:0,75 a 5; opcionalmente 1:0,75 a 3; opcionalmente
1:1 a 2; opcionalmente 1:1 a 1,5; opcionalmente 1:1,3; o

(b) 1:0,75 a 27,5; opcionalmente 1:0,75 a 25; opcionalmente 1:5 a 25; opcionalmente 1:10 a 25;
opcionalmente 1:15 a 25; opcionalmente 1:17,5 a 22,5; opcionalmente 1:20.

4. La composicidn segun cualquier reivindicacion anterior, en la que la composicion es pulverizable, que comprende
un vehiculo liquido, opcionalmente en la que:

(a) el vehiculo liquido es agua; y/o

(b) el vehiculo liquido esta presente a un nivel de 50 ml a 1.000 ml por 0,1 g de los componentes metal,
inhibidor de la agregacién de metales y agente que cambia de color; opcionalmente 100 ml a 800 ml por 0,1
g; opcionalmente 125 ml a 550 ml por 0,1 g opcionalmente 150 ml a 250 ml por 0,1 g.

5. La composicion segun cualquier reivindicacion anterior, que comprende ademas un tensioactivo, opcionalmente en
la que:

(a) el metal y el tensioactivo estan presentes en una relaciéon en peso de 1:500 a 7.000; opcionalmente 1:750
a 4.500; opcionalmente 1:750 a 3.000; opcionalmente 1:1.000 a 1.500 opcionalmente 1:1.200; y/o

(b) el tensioactivo es bromuro de hexadecil-trimetil-amonio (HDTMA), un polisorbato (opcionalmente un
polisorbato 80 o polisorbato 20), un etoxilato de fenol alifatico (tal como Triton X-100; opcionalmente en el
que el grupo alifatico es un grupo alquilo; opcionalmente en el que el etoxilato de fenol alifatico es etoxilato
de octilfenol), una sulfobetaina alifatica (opcionalmente en la que el grupo alifatico es un grupo alquilo,
opcionalmente en la que el grupo alifatico tiene una longitud de cadena lineal de 8 a 16 atomos de carbono;
opcionalmente en la que la sulfobetaina alifatica es lauril sulfobetaina), un bromuro de trimetilamonio alifatico
(opcionalmente en el que el grupo alifatico es un grupo alquilo, opcionalmente en el que el grupo alifatico
tiene una longitud de cadena lineal de 10 a 22 atomos de carbono, opcionalmente en el que el bromuro de
trimetilamonio alifatico es bromuro de miristiltrimetilamonio o bromuro de trimetiloctadecilamonio),
opcionalmente en la que el tensioactivo es bromuro de hexadecil-trimetil-amonio (HDTMA); y/o

(c) el metal y el agente que cambia de color estan presentes en una relacion molar de 1:1 a 15, opcionalmente
1:2 a 13; opcionalmente 1:2 a 11,5; opcionalmente 1:2 a 8 opcionalmente 1:2 a 5; opcionalmente 1:2 a 4;
opcionalmente 1:3,3.

6. La composicion segun cualquier reivindicacion anterior, en la que el metal es hierro (Ill); opcionalmente FeCls,
opcionalmente FeCl; hidratado (FeCls-6H20).

7. La composicion segun cualquier reivindicacion anterior, en la que el agente que cambia de color es cromazurol B.

8. La composicion segun cualquier reivindicacion anterior, en la que el agente que cambia de color es cromazurol S
(CAS).

9. La composicién segun cualquier reivindicacion anterior, en la que el inhibidor de la agregacion es un bromuro de
trimetilamonio alifatico; opcionalmente en el que el grupo alifatico es un grupo alquilo, opcionalmente en el que el
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grupo alifatico tiene una longitud de cadena lineal de 12 a 22 atomos de carbono; tal como 14 a 18 atomos de carbono,
opcionalmente en el que el inhibidor de la agregacion es bromuro de hexadecil-trimetil-amonio (HDTMA).

10. Un sustrato que comprende un soporte de sustrato que tiene una composicién en el mismo, en el que la
composicion comprende:

un metal, en la que el metal es hierro;

un inhibidor de la agregacién de metales, en la que el inhibidor de la agregacion de metales es un bromuro
de trimetilamonio alifatico; y

un agente que cambia de color, en la que el agente que cambia de color es un cromazurol;

en la que el metal se puede unir al agente que cambia de color para proporcionar un cambio de color al unirse
y/o liberarse del mismo;

en la que el metal y el inhibidor de la agregacién estan presentes en una relaciéon molar de 1:0,5 a 30; y

en la que el metal y el agente que cambia de color estan presentes en una relacién molar de 1:1 a 20.

11. El sustrato segun la reivindicacién 10, en el que el soporte de sustrato:

(a) es un material no tejido, opcionalmente un material fibroso, tal como papel o tela; y/o

(b) comprende celulosa, poliéster, lignina, proteina, acrilico, nailon, aramida, poliuretano, alginato, y/o
mezclas de los mismos (tales como fibras lignoceluldsicas); opcionalmente en el que el soporte de sustrato
comprende celulosa, poliéster, lignina, y/o mezclas de los mismos (tales como fibras lignocelulésicas),
opcionalmente en el que el soporte de sustrato comprende celulosa; y/o

(c) comprende pulpa, lana, seda, yute, lino, ramio, sisal, bagazo, platano, cafiamo, lino, pelo de camello,
kenaf, y/o mezclas de los mismos.

12. El sustrato segun la reivindicacion 10 u 11, en el que el soporte de sustrato:

(a) es absorbente; y/o

(b) es una toallita, tal como una toallita para superficies o una toallita personal (por ejemplo, para bebés); una
toalla de papel; un papel tisu (tal como un papel higiénico o tisu facial), opcionalmente en el que el sustrato
es una toallita para superficies; y/o

(c) se humedece.

13. El sustrato segun cualquiera de las reivindicaciones 10 a 12, en el que la composicidon es segun una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 6.

14. Un marcador que comprende una membrana, envolviendo la membrana una composicién y un soporte,
comprendiendo la composicion:

un metal, en la que el metal es hierro;

un inhibidor de la agregacién de metales, en la que el inhibidor de la agregacion de metales es un bromuro
de trimetilamonio alifatico; y

un agente que cambia de color, en la que el agente que cambia de color es un cromazurol,

en la que el metal se puede unir al agente que cambia de color para proporcionar un cambio de color al unirse
y/o liberarse del mismo; en el que la membrana es impermeable al agente que cambia de color para evitar
que pase a través de ella, en el que la membrana es permeable a los siderdforos para permitir que pasen a
través de ella y entren en contacto con el agente que cambia de color, en la que el metal y el inhibidor de
agregacion estan presentes en una relacion molar de 1:0,5 a 30, y en la que el metal y el agente que cambia
de color estan presentes en una relacion molar de 1:1 a 20.

15. El marcador segun la reivindicacion 14, en el que:

(a) la composicién es segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9; y/o

(b) la membrana puede ser impermeable al metal y/o al inhibidor de la agregacion de metales, para evitar el
paso a través de la misma; y/o

(c) la membrana es una membrana de exclusion por tamafio; opcionalmente dimensionada para evitar el
paso de uno o mas componentes de la composicion (tal como el agente que cambia de color); y/o

(d) la membrana de exclusion por tamafio esta dimensionada para evitar el paso de especies de peso
molecular de 1 kilodalton o mas; opcionalmente 2 kilodaltons o mas; opcionalmente 4 kilodaltons o mas;
opcionalmente 6 kilodaltons 0 mas; opcionalmente 8 kilodaltons o mas; opcionalmente 10 kilodaltons o mas;
opcionalmente 12 kilodaltons o mas opcionalmente 15 kilodaltons o mas; y/o

(e) la membrana comprende celulosa o celulosa benzoilada; y/o

(f) el soporte esta desecado; y/o

(g) el soporte se selecciona de agar, alcohol polivinilico, cloruro de polivinilo, gelatina, celulosa, pectina,
polimero de etileno-alcohol vinilico, poliuretano, poliestireno, geles de metoxil pectina, gel de fibra de
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trigo/almidén modificado, goma gelana acilica (opcionalmente una goma gelana con alto contenido de acilo),
un polisacarido sulfatado lineal (tal como carragenina); y/o
(h) el marcador es para uso con alimentos y/o bebidas.
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