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(ST} Abstract: The present invention relates to novel smart packaging, designed using a novel material comptising a partially
polar adsorbent solid base impregnated with a solution of vanillin, which allows the growth of microorganisms in different types
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(57) Resumen: La presenie invencitn sc refiere a un nuevo envase inteligente, disefiado a partir de un nuevo material que
comprende un soporte solido adsorbente parcialmente polar impregnado en una disolucién de vainillina, que permite Ia deteccién
visual del crecimiento de microorganismos en produetos de diferente naturaleza sin neccsidad de estar en contacto directa con el
microorganismo ni con el medio que Io contiene.
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ENVASE INTELIGENTE PARA LA DETECCION DE
MICROCRGANISMOS

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencién se enmarca dentro del sector alimentario, quimico-farmacéutico
y de la cosmética. Concretamante, se refiere a un nuevo material formado por un
soporte solido adsorbente parciaimente polar impregnado con una disolucidn de
valnitiina y a su uso como sensor colorimétrico para la deteccién de la presencia de
microorganismos en alimentos, en productos cosméticos o farmacduticos.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Todos los afios existen en &l mundo innumerables casos de ingresos hospitalarios
como consecuencia de toxi-infecciones alimentarias, derivadas de la presencia de
microorganismos,

Por su parte, e! consumidor de! siglo XXI demanda alimentos de gran calidad sensorial
y alto valor nutritivo, es decir minimamente procesados, en detrimento de |os
productos convencionales. Es obvio que Ia aplicacion de unas condicicnes de
procesado menos drasticas comporta un incremento de! riesgo microbioldgico y por o
tanto, la variabilidad del comportamiento microbiano adquiere una importancia critica,
ya que debe conocerse la posibilidad real de supervivencia y desarrollo de Ia
microbiota residual en cuslquier producto, para determinar con precision su vida (it o
los riesgos microblologicos que el productor est4 dispuesto a asumir.

El estudio de la incidencia y prevalencia de patégenos en alimentos es de hacho uno
de los objetivos prioritarios de la Unién Europea en materia de seguridad alimentaria.
Su finalidad es poder valorar qué riesgo enfrafian en realidad los alimentos, asi como
la adopcién de criterios microbiolégicos y objetivos de seguridad alimentaria para
algunos tipos de alimentos.
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Actualmente no existe en el mercado ningln- material con compuestos naturales que
sea capaz de detectar de forma visual la presencia de un amplioc rango de
microorganismos en los productos envasados. Por elio, ni el consumidor ni el
vendedor o distribuidor pueden conocer si los productos envasados estan
contaminados 0 no por microorganismos. En el caso de microorganismos patdégenos
esta sltuacién supone un grave riesgo para la salud. Para su conirol es necesario
recurrir a exéamenes microscopicos y analisis microbiologicos o siembras en medios de
cultivo selectivos, lo que implica un gran consumo de recursos de personal y material.
Ademas estos métodos son destructivos, lo que implica que el producto analizado ya
no esté disponible en la cadena comercial, y requieren un gran consumo de tiempo,
puesto que desde que se realiza la siembra, hasta que se realiza el recuento de
microorganismos, pasan entre 2 y 7 dias, sin tener en cuenta el tiempo necesario para
el pre-enriquecimiento. Dichos andlisis implican ademés un coste de laboratorio
importante. En cualquier caso estos andlisis se realizan de forma aleatoria para un
namero representativo de muestras, pero en ningtin caso pueden realizarse para todas
las unidades de todas las partidas de alimentos, con lo que siempre existe un riesgo
potencial de que haya contaminacién microbiana en un producto y no sea detectado
por el productor o el consumidor final. En productos farmacéuticos el riesgo es mucho
mayor, ya que sOlo se defecta que ha habido un problema de esta naturaleza cuando
ya ha causado el dafio, con frecuencia irreparable.

En fos Oltimos afios, los sistemas de envasado para alimentos han ido evolucionando
como respuesta a las exigencias de los consumidores en cuanto a la caducidad,
conservacién de sus propledades, frescura, apariencia, eic. Por una parte, los
métodos modemos de marketing necesitan un envasado atractivo que comunigue algo
al consumidor para que de esta forma éste adquiera el producto. En segundo lugar los
envases han ido evolucionando a io largo de los afios como respuesta a ios profundos
cambios en la forma de vida, v la industria del envasado ha tenido que responder a
estos cambios,

Los envases han de cumplir, entre ofras, las siguientes funciones:
4 contener el alimento,

A proteger el alimento de las acciones fisicas, quimicas y microbiolégicas,
A conservar la calidad y salubridad del alimento,
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evitar fraudes,

acondicionar el producto para la manipulacién comercial,
presentar e identificar el producto,

informar al consumidor de las caracteristicas del alimento,
alargar la vida (til, etc.

> > >

Utimamente, y debido & las nuevas exigencias en la demanda de los consumidores,
han surgido dos nuevos conceptos de envase. El envase activo y el envase inteligente.
Los envases activos e inteligentes pueden ser vistos como la préxima generaciénenel -
envasado de alimenios.

Los materiales y objetos activos en contacto con alimentos se definen, de acuerdo con
la Directiva Europea 1935/2004, como aquelios destinados a ampliar el tiempo de
conservacion, o a mantener o mejorar el estado de los alimentos envasados, y que
estan disefiados para incorporar deliberadamente componentes que transmitan
sustancias a los alimentos envasados o al entomo de éstos o que absorban sustancias
de los alimentos envasados o del entorno de éstos. En los Gkimos afios se ha
producido un desarrollo Impartante en el campo del envase activo, con un gran
numero de publicaciones haciendo referencia a ests tema (Rodriguez, A., Battle, R.,
Nerin, C (2007) “The use of natural esentiaf oils as antimicrobial solutions in paper
pacjaging. Part II". Progress in Organic Coatings 60(1): 33-38); Rodriguez, A., Netin,
C. y Battle, R (2008). “New cinnamon-based acfive paper packaging against
Rhizopusstolonifer food spoilage”. Journal of Aricuitural and Food Chemistry 56 (185));
Lépez, P.; Sanchez, C.; Batlle, R, and Nerin, C. (2007b). "Development of flexible
antimicrobial films using essential oils as active agents.” Journal of Agricultural and
Food Chemistry 55(21): 8814-8824); Gutiérrez, I..; Sénchez, C.; Batlle, R.; Nerin, C.
(2008). "New antimicrobial active package for bakery products." Trends in Food
Science & Technology 20(2): 92-99;

En cuanto al envase inteligents, las finalidades son diferentes, y ello justifica su
separacion con una designacion especial. Su accidén posibilita un suefio en las
pretensiones del consumidor del mundo modemo, siendo el envase mismo el Que
habla de la calidad del producto que contiene ¢ de los sucesos que han marcado su
procesado, actuando como chivato de posible mal estado o degradacion, asi como de
un mantenimiento, transporte o distribucién inadecuada. Segun ia Directiva 1935/2004,
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los envases inteligentes se definen como aquellos materiales que ¢ontrolan el estado
de los alimentos envasados o el entorne de éstos.

Como "envases inteligentes" se clasificarfan aquellos que utilizan, bien propiedades,
bien componentes del alimento o de algiin material del envase como indicadores del
historial y calidad del producto; hasta el momento se trata fundamentalmente de
indicadores de tiempo-temperatura, indicadores de calidad microbiolégica, indicadores
de oxigeno o diéxido de carbono.

El envase inteligente se define por tanto como aquel que monitoriza las condiciones
del alimento envasado dando informacién sobre la calidad del alimento envasado
durante el transporte y ei aimacenamiento, entendiendo por condicidén del alimento:

procesos fisioldgicos (respiracion de frutas y verduras frescas)
procaesos quimicos (oxidacién de lipidos)

procesos fisicos (endurecimiento de pan, deshidratacion)
aspectos microbiologicos (dafiado por microorganismos), e

> - > > >

infeccion {por insectos)

Estos envases despiertan un gran interés en ia industria alimentaria y la prueba de ello
radica en que se esta realizando attualmente un gran esfuerzo en el desamollo e
investigacién de este tipo de envases.

Dentro de este grupo se encuentran los envases que portan etiquetas, tintes o
esmaltes, que se utilizan como indicadores de la calidad, seguridad o tratamiento del
producto envasado. Se fundamentan en reacciones fisico-quimicas, enzimaticas u
ofras, que dan lugar generalmente, al cambio de color del dispositivo, sefialando de
esa forma el dafio o cambio que tuve lugar en el alimento.

Asl se puede comenzar a explotar la posibilidad de usar la interaccion entre el
alimento y el envase como algo positivo, es decir, bloqueando ¢ inhibiendo las causas
de la descomposicién de los alimentos.

Muchos de los Indicadores Inteligentes existentes son de gran utilidad para ia industria
del envasado de los alimentos, tales como indicadores de tlempo-temperatura,
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integridad del envase, crecimiento microbiano, autenticidad del envase, etc. Existen
varios de estos sistemas patentados pero s6io uncs pocos son comerciales, entre los
que destacan los indicadores de tiempo-temperatura.

No se encueniran muchas referencias en cuanto al desarrollo de envases inteligentes
que sean capaces de detectar de forma rapida y eficaz la presencia de
microorganismos en el alimento en el momento de adquisicién o ingesta. Dado que la
ingesta de alimentos en mal estado desde el punfo de vista microbioldgico es una de
las mayores causas de afecclones a la salud (Intoxicaciones alimentarias), es
importante poder detectar a tiempo, es decir, antes de la ingesta, los productos
envasados que estén infectados. De esta forma, el vendador los puede refirar a tismpo
y el consumidor puede evitar su ingesta sin riesgo para la salud.

Los desarrollos descritos en relacion con este tipo de envases inteligentes, necesitan
confacto directo entre el microorganismo y el sensor, que actia como envase
inteligente, como en las patentes EP1326653; WO03093784, WO02008026119,
(Kimberly-Clark Wordlwide, INC), en la que se emplea un detector cromogénico;, 0
WO0013009, (Johnson Matthey Public Limited Company), en la que se utilizan
complejos metélicos como sopories de la reaccién. En el documento Desbordes, J:
Coniver,L. Prevot,A. Annales Pharmaceutiques Francaises 1972, 30(7-8), 507-518 se
utiliza la reaccién coloreada de la vainillina en medio sulfirico y fosférico para
identificar la presencia de lipidos en estudios bacterianos y finaimente identifica los
acidos grasos por cromatografia de capa fina y por cromatografia de gases. De nuevo
en este desarrollo es necesario el contacto directo entre {a bacteria y el reactivo para
que se produzca la reaccion. Ademas el sisiema de fabricacién de este tipo de
sensores s de gran complejidad, lo qus dificulta la posibilidad de fabricacién a nivel
industrial. Por ofra parte el mecanismo de actuacién es complejo y requiere
inicialmente la generacién de un compuesto coloreado, que desaparecera ante el
contacto con microorganismos. Ademds, los compuestos empleados como
cromdgenos, son compuestos quimicos que en algunos casos necesitan condiciones
especiales como acidificacion, o complejos compuestos quimicas para que tenga lugar
la reaccion, varios de los cuales no pueden emplearse hoy en dia en contacto con
alimentos o bien tienen una limitacién importante en su concentraclén. En ninglin caso
se usan compuestos naturales como principales compuestos cromégenos, ni mucho
menos compuestos aceptados como aditivos alimentarios, con las ventajas



10

15

20

25

30

35

11
W0 2010/128178 PCT/ES2010/000176

tecnolégicas y de salubridad que esto implica.

En vista de las deficiencias de los envases hasta ahora descritos, ios autores de la
presente invencion, tras un importante trabajo de investigacion, han desarrollado un
nuevo material que comprende un soporte sélido adsorbente parcialmente polar
impregnado en una disolucién de vainillina que puede ser empieado como sensor
colorimétrico para la deteccibn de microorganismos en productos envasados de
diferente naturaleza.

De forma ventajosa, la vainiflina {3-metoxi-4-hidroxibenzaidehido), autorizada como
aditivo alimentario, permite detectar el crecimiento de microorganismos mediante una
reaccién cromogénica sencilla y facilmente identificable. Actla ademas en s} sensor
sin necssidad de estar en contacto directo con el alimento o el produt:to envasado, si
bien para que tenga lugar necesita que exista una pequefia concentracion de
humedad en la fase vapor.

La vainillina es un compuesto natural que se encuentra en muchos vegetales, sobre
todo en la vaina de la vainilia. Industriaimente se obtiene a partir del eugenol, el
constituyente principal de ia esencia de clavo. También se obtiene por oxidacién de la
hgnina, un polimero complejo que se encuentra en o) tejido lefioso de las plantas.

La vainilina se ufiliza mucho como agente aromatizante en alimentacién, sobre todo
en pasteleria. También se emplea en la industria farmacéutica como estimulante
gastrico, y en perfumeria.

Existen algunas referencias en ¢l estado de la técnica que también citan el empleo de
vainillina como precursor de otros reactivos, pero necesita un largo proceso de sintesis
y la mezcla con disolventes como aetanol y con reactivos como &cido clorhidrico
concentrado, piperidina, yoduro de metilo u ofros. Por ejemplo, en el documento
WO02008026119, ia vainillina no es el componente principal de la invencidn, sino que
es necesaria la presencia de otro compuesto en la reaccién para que el cambio de
color tenga lugar.

Otros métodos, que utilizan la vainilina como detector de Ja presencia de
microorganismos necesitan acidificar fuertemente el medio con HCL, con los
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inconvenientes que esto implica, y ademés solamente son capaces de -detectar la
presencia de aquellos microorganismos que son capaces de producir indol. Asl, en ef
documento Ferlin, H.J. y Karabinos, {J.V.Euclides 1954, 14, 345-353) se describe un
medio que contiene triptéfano como fuente para aislar E. coli y P. vulgaris de mezclas
segun ias diferencias en la produccién de indol a partir de triptéfano. Con ello,
desarrollaron también un reactivo para realizar el test de indol. En estas condiciones
emplearon la adicién de una disolucién de vainiliina al 0,25% en acido clorhidrico
concentrado para producir un color violeta con e indol, por contacto directo y en fase
liquide. Es decir, los microorganismos productores de indol deblan encontrarse en
diche disolucion, produciendo el indo! que da lugar a la reaccién cromogénica.

A la luz de estos inconvenientes, una de las principales vantajas de la presente
invencién es precisamente la utilizacién de un compuesto natural, no nocivo, aditivo
alimentario, como es la vainillina, y la capacidad de detectar ia presencia de
microorganismo sin necesidad de que exista contacto direcio entre ol microorganismo
y el material de envase.

Su aplicacién esta dirigida a resolver un problema que supone un gran riesgo para la
sociedad, como es la presencla de microorganismos patégenos en los alimentos, en
productos de cosmética y farmacia, o en otros productos envasados.

El material de la invencién se incorpora en el material de envase de los alimentos, o de
cualguier otro productos susceptible de sufrir contaminacion por microorganismos, de
forma que mediante un cambio de color facilmente reconocible, (de incoloro a violeta),
el consumidor es capaz de rechazar el producto y evitar la ingesta de alimentos o el
uso de productos infectados y contaminados con microorganismos peligrosos para fa
salud.

Por otro lado, es un sistema que contribuye sobremanera al control de calidad dei
producto envasado pudiéndose retirar a tiempo partidas contaminadas, evitando de
ese modo que lleguen al consumidor final asf como todos los problemas y costes
generados de posibles devoluciones. Los sectores involucrados para la elaboracién y
aplicacién de este nuevo dispositivo, serfan por una parte el sector de los envases,
quién serfa el encargado de fabricar y poner en e! mercado el material incorporado ya
en el envase. Y por otra parte Ia industria alimentaria, cosmética o farmacéutica. Este
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sector ha de encargarse de la optimizacién de ubicacién del material dentro dal
envase, teniendo en cuenta el proceso industrial de envasado, con objeto de lograr
una ubicacién facilmente vislble para el consumidor final y que no interfiera con el
producto envasado ni dificulte el proceso industrial de envasado.

La principal ventaja que posee la utilizacién de un sensor como el que se presenta
como invencion es la posibilidad que le ofrece al consumidor de saber que e! alimento
que va a ingerir o el producto que va a utilizar esta libre de microorgénlsmos, en el
momente de la adquisicién e ingesta del mismo y de esta forma puede abstenerse de
consumirio y rechazar el producto.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Aplicacién del material sensor en un film de polipropiieno. Cultivo de E.coli.
Figura 2. Aplicacién del material sensor en filtros de papel en ausencia de
microorganismos (blanco), con medio de cultivo {columna izquierda) v sin medio de
cultivo (columna derecha).

Figura 3. Aplicacién del material sensor en una etiqueta de papel autoadhesiva,
Cultivo de E. Coli.

Figura 4. Aplicacién del material sensor en filtros de papel en presencia de
microorganismos (E.coli) o ausencia de microorganismos (bianco). El medio de cultivo
es Miller-Hinton.

Figura 5. Gréfico de dias necesarios para lograr coloracién en diferentes medios
(Maller-Hinton; T.S.A.;. M.E.A.) para diferentes microorganismos.

Figura 6. Aplicacién del material sensor a un filtro de papsl a diferentes pHs en un
cultivo sin microorganismos; medio Miller-Hinton.

Figura 7. Gréfico de la evolucion de la concentracién de vainillina en el tiempo con a)
ausencla de microorganismos (blanco); b} Candida albicans; ¢) Staphylococcus aureus
y d) Salmonella cholerasuis.
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OBJETO DE LA INVENCION

En primer lugar, es objeto de la invencién un material que comprende un soporte
sdlido adsorbente parcialmente polar impregnado en una disolucion que comprende
vainillina,

Es también objeto de la invencién el empleo de dicho material como sensor
coloriméfrico para la deteccién visual del crecimiento de microorganismos, donde
dicho sensor no necesita contacto directo con los microorganismos ni con el medio
que los contlene para producir el cambio de color.

Finalmente, es también objeto de la invencién, ol empleo de la valnillina como reactivo
colorimétrico para la deteccién visual del crecimiento de microorganismos.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencién contempla un nuevo envase inteligente, disefiado a partir de un
nuevo material, que permite la deteccidn visual del crecimiento de microorganismos en
productos de diferente naturaleza sin necesidad de estar en contacto directo con el
microorganismo ni con el medio que lo contiene.

Asi, en un aspecto principal de la invencién, se contempla dicho material, que
comprende un soporte sélido adsorbente parciaimente polar impregnado en una
disolucion que comprende vainillina.

La presencia de ia vainillina en la composicion del material permite detectar el
crecimisnto de microorganismos mediante una reaccién cromogeénica sencilla y
faciimente identificable. E! cambio de color (de incoioro a violeta) en las condiciones
del ensayo se relaciona ihequivocamente con la presencia de microorganismos, tanto
en cultivos puros, realizados en placa Petri, como en alimentos, como por ejemplo la
mahonesa casera, que no lleva conservantes, en farmacos o en cosméticos.

La vainilina es un compuesto natural que reacciona ante la presencia de
microorganismos. En ausencia de vainillina fa reaccién coloreada no tiene lugar. La
reaccion es de caréacter irreversible y el color genarado aumenta en intensidad
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mientras se siga produciendo crecimiento microbiano.

En una realizacién particular, la disolucion de vainillina comprende etanol. La
concentracién minima de vainillina necesaria para hacer ia reaccion coloreada visible
es de 10% en etanol, preferiblemente de un 10 a un 50%.

La reaccion necesita medio acuoso o al menos humedad para que sea visible,
duradera e irreversible y que por tanto sirva como detector colorimétrico. Por ello, el
soporie sdlido debe ser de un material adsorbente parciaimente polar, capaz de
retener la humedad desprendida por el propic alimento en fase de vapor,
preferiblemente se utiliza papel o cartén.

En el caso de que la vainillina se incorporara a un soporte hidrofobico, ia reaccion no
seria permanents, ya que la humedad se condensarfa sobre el soporte hidrofébico A
aunque se colorearia iguaimente, no permanecerfa porque la gota de condensacién
caerfa por gravedad. Por tanto, ho constituiria un soporte irreversible y estable.

Como se ha comentado anteriormante, las caracteristicas descritas det material de la
invencion lo hacen adecuado para ia deteccidn visual del crecimiento de
microorganismos, por lo que en otro aspecto principal de la invencién se contempla el
uso de este nuevo material como sensor colorimétrico para la deteccién visual de la
presencia de microorganismos.

La reaccion en el sensor tiene lugar en fase vapor, por lo que la vainiilina no necesita
estar en contacto direcio con el microorganismo ni con el medio que lo contiene. De
esta manera, el sensor y los microorganismos pusden estar alejados uno de otro,
siendo Unicamente el contacto entre ellos a través de una fase vapor.

El hecho de que el sensor no necesite contacto directo con el microorganismo es muy
ventajoso y una diferencia importante respecto a los sensores descritos en el estado
de la técnica, ya que de esta forma ios compusstos exhalados por los
microorganismos en su metabolismo, alcanzan la fase vapor y a través de esta liegan
al sensor donde se realiza la reaccién cromogénica. Esto posibilita que el sensor se
coloque en la tapa o adherido al envase o formando parte de él, pero a distancia.
Tiene la ventaja ademas de que en estas condlciones, es decir, actuando en fase
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vapor, 8s capaz de responder a {a presencia de los microorganismos en cualquier
punto del producto donde puedan encontrarse, no estando limitado a una fraccién o
parte del misme, coma sucede cuando se requisre contacto directo.

Ademas, el hecho de producirse el cambio de color provocado por la transferencia o
difusién de los compuestos procedentes de los microorganismos en fase vapor permite
alcanzar alta sensibilidad, lo que significa que el sensor responde a la aparicién de las
primeras colonias de microorganismos en sl medio.

En presencia de una concentracién de microorganismos igual o superior 2 10 unidades
formadoras de colonias por ml o por mg (UFC/mi, UFC/mg)) de alimento conteniendo
8! microorganismo, el sensor cambla de color de manera Imeversible, de incoloro (o
blanco, debido al papel o soporte sélido) a rosa-vicleta. La intensidad dsl color
depende de la concentracién de microorganismos.

El sensor permite la deteccién visual del crecimiento de un amplio espectro de
microorganismos tales come mohos, levaduras y/o bacterias.

Todos los microorganismos que generan en su metabolismo indol dan reaccién con la
vainillina. Pero ademds, otros microorganismos gus no producen indol en su
metabolismo, como Salmonella y Pseudomonas spp., dan también positiva ia reaccién
de identificacién con la vainiliina, por lo que la reaccidn no seria espscifica “indol-
vainillina”, sino que se definifa como una reaccién mas genérica, "compuestos
nitrogenados-vainillina”,

La deteccion de microorganismos por medio del sensor o sistema inteligente de la
invencién, se puede llevar a cabo en un producto envasado. El producto envasado
pusde ser de diferente naturaleza, de forma preferida es un alimento, un producto
farmacéutico o un producto cosmético.

Asl, en realizaclones particulares, el sistema inteligente formado por el material como
sensor puede usarse como material de envase propiamente dicho 6 bien aplicarse en
forma de etiqueta base pape!, preferiblemente en formato autoadhesivo, coiocada en
la cara interna del envase, que puede ser de plstico o de cualquier otro material, de
forma que esté expuesto a la atmdsfera generada en el interior de! envase. El envase
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debera ser en esa zona de materia! transparente e incoloro, para permitir visualizar e}
cambio de color que se producira en presencia de microorganismos.

Finalmente, en otro aspecto principal de la invencidn se contempla el empleo de la
vainiliina como reactivo colorimétrico para la deteccion visual dei crecimiento de
microorganismos en fase de vapor, es decir, sin contacto directo entre la vainiliina y et
microorganismo.

Eiempios

Se estudio la actividad del sensor en base a diferentes materiales del soporte y
condiciones expsrimentaies. Ello permitié visualizar de forma clara el funcionamiento
de! sensor a nivel macroscépico.

En la figura 1 se aplict un film de polipropilenc (PP) impregnhado en una disojucién de
vainillina en un cultivo de E.coli. A pesar de que la formulacién utilizada fuera la
correcta disefiada para este sensor, no se observé cambio de color. La razén de'la
ausencia de respuesta (cambio ds color) se debe a que el material no absorbié la
humedad ni los compuestos, o lo que es o mismo, la reaccion con la formulacién que
contiens la vainillina no quedd retenida en el soporte, al encontrarse ésta en un medio
no polar, embebida en el polipropileno (PP). De hecho se observd un halo coloreado
recubriendo el PP pero que finalmente condensé y se desprendid del film de PP,
dande por no vélido este soporte no polar ni adsorbente para ser empleado como
soporte para el sensor.

En la figura 2 se llevaron a cabo ensayos blanco (ausencia de microorganismos),
empleando varios filtros de soporte papet impregnados en la disolucién de vainillina,
en presencia de medios de cultivo (columna [zquierda) y en ausencia de cultivo
(columna derecha). Se demostré que, en ausencia de microorganismoes, la presencia
del medio de cultivo no es suficiente para que la reaccion tenga lugar.

En la figura 3 se aplicé el material sensor de la invencién a una etiqueta autoadhesiva
para detectar ia presencia de microorganismos en un cuiivo de E. Coli, pudiéndose
observar el cambio de color de! sensor.
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En la figura 4 se aplicé el material sensor a varios filtros de papel en diferentes
cultivos de E.coli y en un cultiva blanco, es descir sin microorganismo. El medio de
cultivo fue Miiller-Hinton. Se pudo observar que 1a coloracién se produjo en todos los
cultivos de E.coll, misniras que en el dnico cultivo blanco no aparecié color.

Para ampliar el estudio se evalu6 el comportamiento del material de la invencién frente
a una amplia serie de microorganismos para determinar la concentracion minima
necesaria de para que el sensor funcionara adecuadamente.

Se llevaron a cabo ensayos para estudiar la eficacia del sensor en los siguientes
microorganismos:

MOHOS
*» Aspergillus flavus (Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo, CECT, 2687)

 Penicillium rogueforti (Culture Collection of Fungi, IBT, 21319)
» Eurotium repens (IBT 1800)

» Penicillium islandijcum (CECT 2762NT)

» Penicillium commune (iBT 21314)

¢ Penicillium expansum

» Penicillium nalgiovensis

LEVADURAS
» Candida albicans (American Type Culture Collection, ATCC, 64550)

¢ Debaryomyces hansenii (CECT 10353)
» Zygosaccharomyces rouxii (CECT 11928)
» Boirytis cinerea

BACTERIAS
» Enterococcus faecalis (ATCC 29212)

» Listeria monocytogenes (ATCC 7644)
* Bacillus cersus (CECT 495)

» Staphylococcus aureus (ATCC 29213)
« Salmonella choleraesuis (CECT 4000)
* Yersinia enterocolitica (CECT 4315)

» Escherichia coli (ATCC 29252)
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* Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)-

Se observaron reacciones positivas tanto entre las bacterias, como en los mohos ylas
levaduras. De los microorganismos ensayados que dieron reaccion pousitiva en ia
siguiente tabla (tabla 1) se muestran aquelios en los que el valor de ia concentracion
de microorganismos puede expresarse de forma clara, en funcién de 1a concentracion
de microorganismo inoculado y del tiempo necesaric para el cambio de color en el
Sensor.

Tabla 1. Cambio de color en funcién de la concentracién

Bacteria Dias de incubacién MCC (ufc por mg/ml) | MCD({ufc por mg/ml)
P. aeruginosa 1 10 107
2 10 10
3 10 10
E. coli 1 10 107
2 10 102
3 10 10
E. fagcalis 1 10 10°
2 10 10%
3 10 10?
4 10 10
8. coreus 1 10 10°
2 10 10*
3 10 10°
4 10 10?
S. aureus 1 10 >107
2 10 10°
3 10 10*
4 10 10*
Y. enterocolftica 1 10 >10’
2 10 >107
3 10 107
4 10 10°

MCC: Concentracién minima Inoculada: MCD: Concentracion minima detectada

Se completaron los ensayos estudiando el efecto de diferentes medios de cultivo en e
cambio del color del soporte adsorbente que contiene el sensor. Debido al elevado
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consumo de recursos, se eligieron 2 microorganismos como representantss de cada
grupo y tres medios de cultivo, genéricos que permitieran e/ crecimiento de todos los
microorganismos, pero con diferante contenido en fuente de proteinas, como
caracteristica diferenciadora. Los medios seleccionados fueron Miiller-Hinton (M. H),
5 Malt Extrac Agar (M.E.A) y T.S.A (T tiptona Soja Agar). Se prolongé sl tiempo del
estudio hasta un afio. En las tablas siguientes (2 y 3) se resumen los microorganismos
y los medios de cuitivo seleccicnados. Las diferencias en la composicion de los
medios de cultivo representa diferente concentracion de nutrientes y por tanto, simula
la situacién de los alimentos, en los que ios nutrientes para los microorganismos van a
10 ser diferentes unos de ofros.

Tabla 2 Microorganismos

GRUPO MICROORGANISMOS MEDIO DE CULTIVO
GRAM POSITIVAS B. cereus y E faecalis M.H, MEAyT.S.A
GRAM NEGATIVAS P. asruginosa y S. Cholerasuis M.H,MEAyT.SA
LEVADURAS C. aibicans M. H, MEAyTSA
MOHOS A, flavus v P. roqueforti M.H MEAyTS.A

Tabla 3. Composicion de los diferentes medios de cultivo con los que se ha trabajado

MOLLER-HINTON T.S.A. SABOURAUD DEXTROSA M.E.A
AGAR
Almidén 1.5 g Sodio clorum 5g D{+) Glugosa 40g Malt Extract 13g
Infusién de carne de | Peptona de caseina 15g Cloranfenical 50 mg Dexirine 2.5g
res 2g
Peptona de casefna Peptona de soja 59 Mezcla de peptonas 10g Gelatine peptone
hidrolizada Sg
Agar 159 Agar 1g __Agar 15g
pH fina) 7.2 734-02 5.5 +-0.2

15
Los gréficos de la figura 5 muestran los dias que fusron necesarios para que el filiro

adquiriera la tonalidad practicaments negra final (morado o violeta muy intenso) para
los diferentes microorganismos en los diferentes medios estudiados, Se observa la
intensificacion del color en funcién de la concentracidn de microorganismos.

20
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A raiz de este ensayo se pudo concluir gue e! medio de cuitivo en el que tiene lugar el
crecimiento del microorganismo afecta de forma notable al cambio de color. Este
cambio fue mas rapido en Muller-Hinton, medio con mayor contenide en compuestos
nitrogenados, seguido de T.S.A y en M.E.A, el cambio fue bastante més lento.

La principal diferencia entre estos medios es el contenido en compuestos
nitrogenados. En el caso del Miller-Hinton, la came de res y la caseina, suministran
compuestos nitrogenados, vitaminas, carbono, azufre y amino 4cidos. Para el T.S.Ala
digestion enzimética de ia soja aporta nitrégeno, vitaminas y minerales. Mientras que
el M.E.A,, tiene un alto contenido en polisacéridos y cémo Gnica fuente de nitrdgeno
tiene peptona y en cantidades menores a las presentes en los otros dos medios. Esto
afecta a la intensidad de la reaccién que tiene lugar con la vainillina y por tanto al
cambio de color, ya que en aquslios casos en los que los microorganismos crecen
rapidamente porque encuentran gran cantidad de nutrientes, ia reaccién se produce
antes, dando lugar a un cambio de color en ai sensor antes en el tiempo y mas intenso
para el mismo tiempo que en otros casos.

Se investigé el mecanismo de reaccibn que tuvo lugar, comprobando que
microorganismos que generaban en su metabolismo indot daban la reaccién positiva,
sugiriendo que se trataba de un compuesto coloreado debido a la reaccion quimica
producida entre indol y vainillina. Sin embargo, microorganismos que no genseran indol,
como Salmonella y Pseudomonas spp, dieron también reaccién positiva con la
vainllling,

Se hicigron ensayos adicionales para demostrar 1a efectividad de la vainilina en la
deteccién de microorganismos y descartar que a! cambio de coloracién se debiera a
un cambio de pH o debido a fa presencia de CO,, procedente del metabofismo de los
microorganismos. En estas pruebas se seleccioné como medio de cultivo Miiler-
Hinton, puesto que era a! que generaba una reaccién mas rapida de cambio de color
para todos los casos,

Efecto del CO.,:

Los microorganismos en su crecimiento y respiracién liberan CO,. Debido a la
abundancia y volatilidad de este comp'uesto se estudié el efecto que ejercla sobre el
color desarroiiado por las etiquetas impregnadas con vainillina.



10

15

20

25

22
WO 2010/128178 PCT/ES2016/000176

17

Para ello se realizd la preparacion de placas -con medio de cultivo y stiquetas
impregnada con la disolucién de vainilina a estudiar, pero sin presencia de
microorganismos. La incubacion se realizé en jarras de anaerobiosis y en condiciones
de anaerobiosis y microaerofilia, mediante la utilizacién de sobres generadores de
estas atmoésferas. Las placas no se seilaron en el interior de la jarra, para que pudiera
penefrar &| CO,.

Eil ensayo se repitio por triplicado y se observd que pasados 50 dias, a 37°C, en las
placas con Miuller-Hinton y el filtro conteniendo ia vainillina no se produjo cambio de
coloracién en el disco.

Por lo que se concluyé que el cambio de color no es producido por ia presencia de
CO.. '

Efecto del pH:

Se modificé el pH del medio superficialmente. Se afiadié en tres placas &cido acético y
en ofras tres NaOH, y se observd el efecto que estos compuestos acidos o basas
podian ejercer sobre el sensor, en ausencia de microorganismos. Se observd que,
pasados tres meses, no habia ningin cambio de color. No existié contacto directo
entre los filtros y los agentes acidificantes o basificantes.

En el siguiente ensayo, se afiadié directamente el acido y la base sobre sl filtro, al que
previamente se le habfa afiadido vainillina. E! resto de preparacién de la placa fue para
todos los casos idénticos, sin slembra de microorganismo. No se observé tampoco
cambio de coloracion.

Complementario a estos ensayos se afadié directamente el acido y la base a la
mezcla de etanol-vainillina, y con esta mezcla se impregné el filtro que se colocd en
las placas come en todos los ensayos realizados anteriorments.

Se observé que no existla ninglin cambio de coloracion en ninguno de los filtros
pasado un mes. For lo tanto se concluyd qus el cambio de color del sensor no es
producido por un cambio de pH. Tres meses después sigue sin producirse ningiin
cambio de color.
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Sin embargo, cuando se modificé sl pH de! medio de cultivo intrinsecamente, pasados
5 dias, se observé que se produjo un cambio de coloracién en las musestras que
estaban en fase vapor con el medio de pH 12 y pM 10 (figura 6).

El crecimiento de los microorganismos genert también una modificacion en el pH final
del medio, siendo pH bésico con un valor alrededor de 10.

Anélisis de los compuestos responsables del cambio de color

Se analizaron mediante técnicas cromatogréficas la €volucién de la vainilina y los
nuevos compuestos aparecidos fras la reaccion.

Para ver la evolucion de ia vainilling, se realizd un andlisis por SPME (microextraccion
en fase solida) y GC-MS {Cromatograffa de gases-espectrometria de masas)

Como se puede observar (figura 7) tuvo lugar una disminucién de la concentracién de
vainillina en todos los casos. Esta disminucion fue mayor para el caso de S. aureus y
S. cholerasuis, que son ademds los microorganismos que provocan un cambio de
color mas répid6 e intenso. Con esta técnica no se pudo detectar la presencia de
nuevos compuestos rasponsables del cambio de coloracién, ya que probablemente el
compuesto coloreado generado no es volatil. Sin embargo disminuyé la concentracién
de vainiliina, lo cual indica que tuvo lugar una reaccién de ésta con un compuesto
generado por el crecimiento de los microorganismos, provocando la aparicion del
nuevo compuasto coloreado.
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REIVINDICACIONES
1. Material que comprende un soporte sdlido adsorbente parciaimente polar

10.

11.

12.

13,

impregnado en unha disolucidén que comprende vainillina.

Material segin la reivindicacion 1 caracterizado porque la disolucién
comprende etanol.

Material, segln la reivindicacion 2 caracterizado porque la vainillina esta en
una concentracion de al menos el 10%.

Material, segun la relvindicacién 3 caracterizade porque fa vainillina esta en un
rango de concentracion del 10 al 50%.

Material, segin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado
parque el soporte as papel.

Empleo de un material, seglin cualquiera de las reivindicaciones anteriores,
como sensor colorimétrico para la detecciébn visual del crecimiento de
microorganismos.

Empleo de un material, segtin la reivindicacién anterfor, caracterizado porgue
la deteccion se lleva a cabo en fase de vapor sin contacto directo entre el
material y los microorganismos.

Empieo de un material, segin las reivindicaciones 6 6 7, caracterizado porque
el cambio de color es visuaimente perceptible cuando la concentracién de
microorganismos es igual o superior a 10 ufc por ml o mg de alimento.

Empleo de un material segun cualquiera de {as reivindicaciones 6-8,
caracterizado porque los microorganismos detectados son mohos, levaduras
y/o bacterias.

Empleo de un material, segin cuaiquiera de las reivindicaciones 6-9,
caracterizado porque la deteccion de microorganismos se lleva a cabo en un
producto envasado.

Empleo de un material, segun la reivindicacién anterior, caracterizado porque
el preducto envasado es un alimento, un producto farmacéutico o un producto
cosmeético. )

Empleo de un material, segln las relvindicaciones 10 u 11, caracterizado
porque el envase esta formado por dicho material.

Empleo de un material, seglin las reivindicaciones 10 u 11, caracterizado
porque dicho material se adhiere a la cara intema del envase del producto
mediante un adhesivo.
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14, Empleo de {a vainillina como reactivo colorimétrico para la deteccitn visual del
crecimiento de microorganismos en fase de vapor.
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FIGURA 1

FIGURA 2
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FIGURA 3

FIGURA 4
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FIGURA 6
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INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud internacional N°

PCT/ ES 2010/000176

A. CLASIFICACION DEL OBJETO DE LA SOLICITUD

CI12Q 1/04 (2006.01)
De acuerdo con 1a Clasificacién Internacional de Patentes (CIP) o segiin la clasificaci6n nacional y CIP.

B. SECTORES COMPRENDIDOS POR LA BUSQUEDA

Documentacién minima buscada (sisterna de clasificacién seguido de los simbolos de clasificacién)

C12Q

Otra documentacién consultada, ademds de la documentaci6n minita, en la medida en que tales decumentos formen parte de los sectores
comprendidos por 1a bisqueda

Bases de datos elecirdnicas consultadas durante 'a busqueda internacional (nombre de la base de datos v, si es posible, términos de
biisqueda utitizados)

INVENES, EPODOC, WPI, NPL, EMBASE, BIOSIS, HCAPLUS, FSTA

C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categorfa* Documentos citados, con indicacidn, si procede, de las partes relevantes Relevante para las
reivindicaciones N°
A WO 2006/065350 A2 (KIMBERLY-CLARK WORLDWIDE, 1,6
INC.) 22.06.2006, todo el documento.
A WO 2008/026119 A2 (KIMBERLY-CLARK WORLDWIDE, 1,6
INC.) 06.03.2008, todo el documento.
A US 2007/0264680 A (ALLEF et al.) 15.11.2007, 16

todo el documento.

[JEnta continuacién del Recuadro C se relacionan otros documentos Los documentos de familias de patentes se indican en el

Anexo

* Categorfas especiales de documentos citados: “T"  documento ulterior publicade con posteriorided & 1a fecha de
“A"  documento que define el estado peneral de Ja técnica no considerado presentacién internacional ¢ de proridad que no pertenece al
como particularmente relevante. estado de la técnica pertinente pero que se cita por permitir la

“E" solicitud de patente o patente anterior pero publicada cn la Fecha de comprensida del principio o teorfa que constituye la base de la
presentacion internacional o en fecha posterior. invencidn.

“L"  docutnento que puede plantear dudas sobre una reivindicacién de ‘X" documenio particularmente relevante; 1z invencitn reivindicada no
prioridad o que se cita para determinar la fecha de publicacién de otra puede considerarse aueva ¢ que implique una actividad inventiva
cita o por una razén especial (como la indicada). por referencia al documento aisladamente considerado.

“O"  documento que se refiere a una divulpacitn oral, a una utilizacién, a Y documento particularmente relevante; la invencibn reivindicada no
una cxposicién oa cu,ajqujg[ olro medio, puedc considerarse que impliquc una achividad inventiva cuando el

“P"  documento publicado antes de la fecha de presentacién internacional documento se asocia & oro U ofros documentos de i misma
pero con posterioridad a la fecha de prioridad reivindicada, r“:;lm cuyn combinacién resulta evidente para un experto en

A materia,
“&"  documento que forma parte de la misma familia de patentes,

Fecha en que se ha concluido efectivamente la bisqueda internacional. Fecha de expedicién del informe de biisqueda internacionat

05 Agosto 2010 (05.08.2010) 06-AGOSTO-2010 (06/08/2010)

Nombre y direceién postal de la Adminisiracién encargada de la Funcionario autorizado

biisqueda internacional OEPM. A. Amaro Rold4n

Paseo de la Castellana, 75 28071 Madrid, Espafia.
N° de fax 34 91 3495304

N° de teléfono +34 91 349 84 13

Formulario PCT/ISA/210 (segunda hoja) (Julio 2009)




INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL Soficitud internacional N°
PCT/ ES 2010/000176
Recaadro IT Observaclones cuando se estime que algunas refvindicaciones no pueden ser objeto de blisqueda (continnacién

del punto 2 de la primnera hoja}

Este informe de biisqueda internacional no se ha realizado en relacién a ciertas reivindicaciones segiin el Articulo 17.2.a) por Jos
siguientes motivos:

1. [ Las reivindicaciones N
se reficren a un objeto con respecto al cual esta Administracién no estd obligada a proceder 2 !a biisqueda, 3 saber:

2. [1  ias reivindicaciones N*:

se refieren a clementos de la solicitud intemacional que no cumplen con los requisitos establecidos, de tal modo que no pueda
efectuarse una busqueda provechosa, concretamente:

3. D Las reivindicaciones N*:
son reivindicaciones dependientes y no estdn redactadas de conformidad con los pdrrafos segundo y tercero de la Regla 6.4.a).

Recuadro Il Observaciones cuando falta vnidad de invencién {continuacién del punto 3 de la primera hoja)

La Administraci6n encargada de la bisqueda internaciopal ha deteciado varias invenciones en Iz presente solicitud internacional, a saber:
1* invenci6n: Material que comprende un soporte s6lido absorbente parcialmente polar impregnado de una
disolucién que comprende vainillina y su utilizacién como sensor colorimétrico para la deteccién visual del
crecimiento de microorganismos (reivindicaciones 1-13). 2* invencién: Utilizaci6n de la vainillina como
reactivo colorimétrico para la detecci6n visual del crecimiento de microorganismos en fase de vapor
(reivindicacién 14).

. & Dado que todas ias tasas adicionales requeridas han sido satisfechas por el solicitante deniro del plazo, el presente informe de
blsqueda de tipo internacional comprende todas las reivindicaciones que pueden ser objeto de bisqueda.

[

2. Dado que todas las reivindicaciones que pueden ser objeto de bitsqueda podrian serlo sin realizar un esfuerzo que justifique tasas
adicionales, esta Administracidn no requini6 el pago de tasas adicionales,

3. 1] Dado que tan s6lo una parte de las tasas adicionales requeridas ha sido satisfecha dentro del plazo por el solicitante, el presente

informe de biisqueda de tipe internacional comprende solamente aquellas reivindicaciones respecto de las cuales han sido
satisfechas las tasas, concretamente las reivindicaciones N>

. d Ninguna de las tasas adicionales requeridas ha sido satisfecha por el solicitante dentro de plazo. En consecuencia, el presente

informe de bisqueda de tipo internacional se limita a la invencidn mencionada en primer término en las rejvindicaciones,
cubierta por las reivindicacioncs N™:

Indicaclén en coanto a la protesia D Se acompails a las tasas adicionales Ia protesta del solicitante y, en su caso,
el pago de una tasa de protesta.

Se acompaiit a las tasas adicionales la protesta del solicitante, pero 1a tasa de protesta
aplicable no se pagd en el plazo establecido en el requerimiento.

D El pago de las tasas adicionales no ha sido acompafiado de ninguna protesta.

Formulario PCT/ISA/210 (continvacién de la primera hoja (2)) (Julio 2009)



INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Informacién relativa a miembros de familias de patentes

Solicitud internacionat N®

PCT/ES 2010/000176
Documento de patente citado Fecha de Miembro(s) de la Fecha de
en e} informe de bisqueda Publicacién familia de patentes Publicacién
WO 2006065350 A 22.06.2006 WO 2006065349 A 22.06.2006
US 2006134728 A 22.06.2006
US 7309608 B 15.07.2008
US 2006134613 A 22.06.2006
Us 7300770 B 27.11.2007
MXPA 06006877 A 23.08.2006
EP 1694857 A 30.08.2006
EP 20040814617 16.12.2004
BRP 20.03.2007
JP 2007514952 T  07.06.2007
KR 20070086272 A  27.08.2007
KR 20070086271 A 27.08.2007
EP 1828400 A 05.00.2007
EP 20050818376 24.10.2005
EP 1828402 A 05.09.2007
EP 20050851252 24.10.2005
US 2007249012 A 25.10.2007
US 7687245 8B 30.03.2010
CN 101080498 A 28.11.2007
CN 101080497 A 28.11.2007
MX 2007007122 A 18.02.2009
WO 2008026119 A 06.03.2008 US 2008057534 A 06.03.2008
KR 20090047472 A 12.05.2000
EP 2059805 A 20.05.2000
EP 20070826023 14.08.2007
MX 2000002109 A 29.07.2009
US 2007264680 A 15.11.2007 WO 2005093080 A 06.10.2005
EP 1727909 AB 06.12.2006
EF 20050730305 21.03.2005
AT 417126 T 15.12.2008

Formulario PCTASA/210 (anexo_familia de patentes) (Julio 2009)




PATENT COOPERATION TREATY

PCT

INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT ON PATENTABILITY
(Chapter I of the Patent Cooperation Treaty)

(PCT Rule 44bis)

Applicant’s or agent’s file reference FOR FURTHER ACTION See item 4 below
International application No. International filing date (day/month/year) Priority date (day/month/year)
PCT/ES2010/000176 21 April 2010 (21.04.2010) 07 May 2009 (07.05.2009)

International Patent Classification {8th edition unless older edition indicated)
See relevant information in Form PCTASA/237

Applicant
UNIVERSIDAD DE ZARAGOZA

1. This international preliminary report on patentability {Chapter I is issued by the International Bureau on behalf of the
International Searching Authority under Rule 44 bis.1{a).

2. This REPORT consists of a total of 7 sheets, including this cover sheet.

In the attached sheets, any reference to the written opinion of the International Searching Authority should be read as a
reference to the international preliminary report on patentability (Chapter I) instead.

3. This report contains indications relating to the following items:

}I{ Box No. 1 Basis of the report

D Box No. 1I Priority

D Box No. III Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial
applicability

g Box No. IV Lack of unity of invention

E Box No. vV Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or
industrial applicability; citations and explanations supporting such statement

D Box No. VI Certain documents cited

. D Box No. VII Certain defects in the international application
D Box No. VIII Certain observations on the international application

4. The International Bureau will communicate this report to designated Offices in accordance with Rules 44bis.3(c) and 93bis.1
but not, except where the applicant makes an express request under Article 23(2), before the expiration of 30 months from
the priority date (Rule 44bis .2).

Date of issuance of this report
29 November 2011 (29.11.2011)

The International Bureaw of WIPO Authorized officer

34, chemin des Colombettes I
1211 Geneva 20, Switzerland Simin Baharlou

Facsimile No. +41 22 338 82 70 e-mail: pt09.pet@wipo.int

Form PCT/IB/373 (January 2004)
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TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES

PCT

INFORME PRELIMINAR INTERNACIONAL SOBRE PATENTABILIDAD
(Capitulo | dei Tratado de Cooperacion de Patentes)

{(Regla 44bis del PCT)

Referencia del expediente del PARA ACCION ADICIONAL Ver ltem 4 mas adelante
solicitante o del agente
Solicitud Intermacional N a :—"ﬁ‘ecsf ﬁ“ﬁ?ﬁ‘—rp;;a:g%;ré 'EICIOH ?;'fa?a dse/ p{ic;ridad
T/ 010/0 17 armesi/ano ra/srmes/ano
PCT/ES2 00176 21 de Abril de 2010 (21.04.2010){ 07 de Mayo de 2009

Clasificacién Internacional de Patentes (8 edicion a menos que se indique una version anterior
Ver informacién relevante en el Formulario PCT/ISA/237

Solicitante
UNIVERSIDAD DE ZARAGOZA

1. Este informe preliminar internacional sobre patentabilidad (Capitulo 1) se emite por la
Oficina Internacional en nombre de la Autoridad de Blisqueda Internacional bajo la Regla
44 bis. 1(a).

2. Este INFORME consiste de un total de 8 hojas, incluida la presente hoja de portada.
En las hojas adjuntas, cualquier referencia a la opinion esctita de la Autoridad de Busqueda

Internacional debe ser leida en lugar como una referencia al informe internacional
preliminar sobre patentabilidad (Capitulo I).

3. Este reporte contiene indicaciones relativas a los siguientes items:

X Recuadro No. | Base del informe
Recuadro No. |l Prioridad
0 Recuadro No. il No formulacién de opinion sobre la novedad, Ia
0 tividad inventiva y la aplicacion industrial
% Recuadro No. IV Falta de unidad de invenci6n
Recuadro No. V Declaracién motivada segdn el Articulo 35.2) sobre la
[0 vedad, actividad inventiva o la aplicacién industrial; citas y
O plicaciones que soportan dicha declaracion
O Recuadro No. VI Ciertos documentos citados
Recuadro No. VI Ciertos defectos en la solicitud internacional
Recuadro No. VIl Ciertas observaciones en la solicitud intemacional

4. La Oficina Internacional comunicara este informe a las Oficinas designadas de acuerdo con
las Reglas 44bis.3(c) y 93bis.1 pero no, excepto donde el solicitante haga una solicitud
expresa bajo el Articulo 23(2), antes de la expiracion de 30 meses desde la fecha de
prioridad (Regla 44bis.2).

Fecha de emision de este informe
29 de Noviembre de 2011 (29.11.2011)

La Oficina Internacional de 1a OMPI Oficial Avtonizado
34, chemin des Colombettes Simin Baharlou
1211 Ginebra 20, Suiza
Facsimil No. +41 22 338 82 70 e-mail; pt09.pct@wipo.int
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TRATADO DE COOPERACION EN MATERIA DE PATENTES

Remitente: LA ADMINISTRACION ENCARGADA
DE LA BUSQUEDA INTERNACIONAL

Destinatario: P C T

BELTRAN BLAZQUEZ, José Ramén OPINION ESCRITA DE LA ADMINISTRACION
¢/ PEDRO CERBUNA, n° 12 ENCARGADA DE LA BUSQUEDA INTERNACIONAL
50009 ZARAGOZA
- ESPANA - (Regla 43bis.1 del PCT)
Fecha de expedicidn 06-AGOSTO-2010
(dla/mestafo) (06/08/2010)

Referencia del expediente del solicitante o del mandatario PARA CONTINUAR LA TRAMITACION

Véase el punto 2
Solicitud internacional N° Fecha de presentacién internacional Fecha de prioridad (dia/mes/afio)
{dia/mes/afio) 07 MAYO 2009
PCT/ES2010/000176 21 ABRIL 2010 (21.04.2010) {07.05.2009)
Clasificacién Internacional de Patentes (CIP) v a la vez clasificacin nacional ¢ CIP
CI120 1/04 (2006.01)
Solicitante

UNIVERSIDAD DE ZARAGOZA, NERIN DE LA PUERTA, M.C. Cristina y OTRAS.

1. La presente opinién contiene indicaciones relativas a los puntos siguientes:

X] Recuadrol Base de 1a opinién

[ RecuadroX Prioridad

[J Recuadrolll  No formulacién de opinién sobre la novedad, la actividad inventiva y la aplicacién
industrial

[X] RecuadroIV  Falta de unidad de invencidn

[¥] RecuadroV Declaracién motivada segiin la Regla 43bis.1.2)i) sobre la novedad, la actividad
inventiva y la aplicaci6n industrial; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracién

7] Recuado VI Ciertos documentos citados

[ Recvadro VI Defectos en la selicitud internacional

[[] Recuadro VI Observaciones relativas a la solicitud internacional

2. CONTINUACION DE LA TRAMITACION
Si se hace una peticién de examen preliminar internacional, esta opinidn se considerard como una opinidn escrita
de la Administraci6n encargada del examen preliminar internacional ("IPEA”) salvo en aguellos casos en los que el
solicitante elifa una Administracién distinta a éstz y, 1a IPEA clegida haya notificado a la Oficina Internacional
seglin lo previsto en la Regla 66.15is(b) que las opiniones escritas de esta Administracién encargada de la
bisqueda internacional no serin consideradas como tales.

Si esta opini6n es, como se indica m&s arriba, considerada como una opinién escrita de la IPEA, se invita al
solicitante a que presente ante la IPEA una respuesta por escrito junto con modificaciones, en su caso, antes de la
expiracién del plazo de 3 meses a contar desde la fecha de envio del formulario PCT/AISA/220 o antes de la
expiracién del plazo de 22 meses a contar desde la fecha de prioridad, aplic4ndose el Plazo que expire mis tarde.

Para otras opciones, consultar el formuiario PCT/ISA/220.

3. Para m4s detalles, ver las notas del formulario PCT/TISAR220.

Nom::d lé'e m postal  de ]18 Administraci6n | Fecha en que se ha concluido Funcionario autorizado

encargada s a internacional . -

OFICINA ESPAROLA DE PATENTES Y MARCAs | Sfectivamente esta opinién Amaro Rold4n, Aflcia
Paseo dela Castcltana, 75 - 28071 Madrid (Espaiia)

N de fax: 91 349 53 04 05 agosto 2010 (05.08.2010) N° de teléfono: 91 349 84 13

Formulario PCT/ISA/237 (Primera pégina)(Julio 2009)
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. . Solicitud internacional N®
OPINION ESCRITA DE LA ADMINISTRACION
ENCARGADA DE LA BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/ES2010/000176

Recuadro 1, Base de la opinién

1. Por lo que respecta al idioma esta opinidn se ha establecido sobre la base de:
la solicitud internacional en el idioma en el cual se deposité

[} una traduceidn de la solicitud original al » que es el idioma de una traduccidn proporcionada a los
fines de la biisqueda internacional (segiin las Reglas 12.3.2) y 23.1.b)).

2. [7] Esta opinién se ha establecido teniendo en cuenta la rectificacién de nn error evidente autorizado por o
notificado a esta Administracién segiin la Regla 91 (Repla 43pis.1 a)).

3. En lo que se refiere a las secuencias de nuclestidos y/o de aminodcidos divulgadas en la solicitud intemacional y
necesarias para la invenci6n reivindicada, esta opinién se ha establecido sobre la base de una lista de secuencias
presentada o entregada:

a. Medios
O en papel
O en formato electyénico
b. Cuando
[ enlasolicitud internacional tal ¥ como se presents
| presentado junto oon la solicitud internacional en formato electrénico
(] presentado posteriormente a esta Administraci6o a los fines de 1a biisqueda

4. [[] Ademss, en caso de que se haya presentado mfs de una version o copia de una kista de secuencias y/o tabla

relacionada con ella, se ha eniregado la declaracidn requerida de que la informacién contenida en las copiss

subsiguicntes o adicionales es idéntica a la de 1a solicitud tal ¥y €Omo se presentt o no va mis alls de lo presentado
inicialmente.

5. Comentarios adicionales:

Formulario PCT/ISA/237 (Recuadro T)(Tulio 2009)
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6 Solicitud internacional N°
OPINION ESCRITA DE LA ADMINISTRACION
ENCARGADA DE LA BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/ES2010/000176

Recuadro IV. Falla de unidad de¢ invencién

L. [ Enrespuesta al requerimiento (formulario PCT/ISA/206) para pagar tasas adicionales, el solicitapte:
[0 hapagado tasas adicionales
[] hapagado tasas adicionales bajo protesta y, en su caso, Ia tasa de protesta
[] hapagado tasas adicionales bajo protesta pero Ia tasa de protesta aplicable, no se ha pagado
[C] no ha pagado tasas adicionales

2. Esta Administracidn estima gue 0o se cumple la exigeacia de unidad de invencidn y decide no requerir al
solicitante el pago de tasas adicionales.

3. Esta Administracién estima que e} requisito de unidad de invencién, de acuerdo a las Reglas 13.1, 13.2 y 13.3;
O secumple
B4l oo se cumple por los siguicntes motivos:

1" invenci6n: Material que comprende un soporte sélido absorbente parcialmente polar
impregnado de una disolucién que comprende vainillina y su utilizacién como sensor

colorimétrico para la deteccién visual del crecimiento de microorganismos (reivindicaciones
1-13).

2" invencion: Utilizacién de la vainillina como reactivo colorimétrico para la deteccién visual
del crecimiento de microorganismos en fase de vapor (reivindicacién 14).

El solicitante podrfa obviar la falta de unidad de invenci6n estableciendo la dependencia de la
reivindicacién 14 con respecto a las reivindicaciones 1-13.

4. En consecuencia, 1a presente opiniéa se ha establecido con relacién a las partes siguientes de Ia solicitud internacional:
todas las partes de la solicitud.
[[1 las partes relativas a las reivindicaciones Nos.

Formulario PCT/ISA/237 (Recuadro IV)(Julio 2009)
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6 6 Salicitud internacional N°
OPINION ESCRITA DE LA ADMINISTRA CION
ENCARGADA DE LA BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/ES2010/000176

Recuadro V. Declaracién motivada segiin la Regla d3bis.1.a)i) sobre la novedad, la actlvidad Inventiva y la

aplicaclén industrial; clias y explicaciones en apoyo de esta declaracién

1. Declaracién
Novedad Reivindicaciones 1-14 st
Reivindicaciones NO
Actividad inventiva Reivindicaciones 1-14 sf
Reivindicaciones NO
Aplicaci6n industrial Reivindicaciones 1-14 st
Reivindicaciones NO
2. Citas y explicaciones

La presente invenci6n se refiere a un envase inteligente, fabricado de un material que comprende
un soporte sélido adsotbente parcialmente polar impregnado en una disolucién que comprende
vainillina y que permite la deteccién visual del crecimiento de microorganismos en productos
envasados alimenticios, farmacéuticos o cosméticos sin necesidad de estar en contacto directo con
el microorganismo ni con el medio que lo contiene ya que la detecci6n del microorganismo se
lleva a cabo en fase de vapor.

DO1 se refiere a un método para detectar cuantitativamente o semi-cuantitativamente la presencia
de un microbio en una muestra, que comprende: a) poner en contacto el tinte de la prueba con la
muestra para que dicho tinte pueda sufrir un cambio detectable de color; y b) comparar el color
del tinte de la prueba correspondiente al control con el del color que se ha puesto en contacto con
la muestra, El tinte preferido es entre otros la merocianina, que se forma a partir de la vainillina.

D02 se refiere a un sistema de contaminacién por microbios. Dicho sistema alerta al usuario en el
caso de contaminaci6n del sistema por microbios. La sefial grafica se revela cuando un gréfico
oscuro reacciona con el microbio contaminante y cambia de color o al menos pierde la
transparencia. Este sistema de deteccién de microbios se puede utilizar de forma independiente o
puede incorporarse a un articulo. También se describe el método de deteccion de microbios.

Continiia en pégina sigujente. ..

Formulario PCT/ISA/237 (Recuadro V)(Julio 2009)




Solicitud internacional N°
OPINION ESCRITA DE LA ADMINISTRACION

ENCARGADA DE LA BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/ES2010/000176
Continuacién Recuadro V. Declaracién motlvads segdin la Regla 43bis.1.a)l) sobre la novedad, la actividad
Continnacién 2. inventlva y la aplicacién industrial; cltas y explicaclones en apoyo de csta declaracién

D03 se refiere a un kit para detectar rdpidamente un grupo de organismos, cultivables o no, con los
que comparta la misma actividad enzimética. En concreto, el kit y el método de deteccién se pueden
utilizar por ejemplo en el campo de los cosméticos, en el que la actividad enzimética de los
microbios, responsable del mal olor o la caspa, se detectan como indicadores de la presencia de
grupos concretos de microorganismos. Ademss, el método es rdpido, ficil de realizar y barato.

Los documentos DO1-D03 se refieren al estado de la técnica en general.

NOVEDAD Y ACTIVIDAD INVENTIVA

Ninguno de los documentos citados, considerados individualmente revelan la invencién tal y como
est4 definida en las reivindicaciones 1-14 de la presente solicitud. Ademds, no serfa obvio para una
persona experta en la materia aplicar las caracteristicas de los documentos DO1 a D03 y llegar a la
invencién tal y como se define en las reivindicaciones de la presente solicitud. Por lo tanto, el objeto
de dichas reivindicaciones 1 a 14 cumple los requisitos de novedad y actividad inventiva de acuerdo
con el Articulo 33(2)(3) del PCT.

APLICACION INDUSTRIAL

El objeto de las reivindicaciones 1-14 de la presente solicitud se considera susceptible de aplicacién
industrial de acuerdo con el Art.33 (4) PCT.

Formulario PCT/ISA/237 (Recuadro V continvacion 2)(Julio 2009)
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COLOMBIA

REPRESENTACION ¥ PODER

Para patentes, modeios de utiiidad, disefios
industriales, marcas de fkbrica, nombres
comarciales, snsoilas, lemas comerciales,
nombres de dominio, derschas de autory
Tegistros sanitarics.

Nosotros, ahajo firmados
Unwversidad de dvagote

socledad arganizada y existents bajo las
{eyes de

Povagoza, Espana
domicilfada !& I’L
exlono
gef%rb © 00 q Znwrgcrs EXRa
Y representada 90
anued Joic Lpez Pérer

domiciliagio en
edve Certane (7
€ -S0009q Zovaguza, E5panc

nombra a ALVARO RAMIREZ BONILLA TR, $18.770.,

Lutin P
everral ey

s

REPRESENTATION AND POWER OF
ATTORNEY

For patents, utility modets, industrial
deaigna, trademanks, commerciz! nemes,
tradke embiems, slogans, domain names,

copyrights and health registrations.

We, the undersigned
Universidad de Zaragoza

a corporation organized and existent under
the faws of

Zaragoza, Spain

domiclled In
Pedro Cerbuna 12
E-50008 Zaragoza, Spain

And represented by -
Manuel José Lopez Pérex

domiciled in
1 Pedro Cerbuna 12
E-50009 Zaragoza, Spain

do heneby eppoint ALVARD RAMIREZ BONILLA,

¢c. 79.700.039; MARTHA BONILLA, T.P.. #1527, co | TP, 118.770 C.C.70,790.039; MARTHA BOMILLA,
41.566.976; Marcela ROJAS ROJAS T.P, 191426, c.c. | T.P.. 41527, cc. 41568976 Marcela ROJAS
1.002.387.2T1, domiciiados enls Camera 13 No. 29 — [ ROJAS TR, 181426, c.c 1.032.387.271, domiciled
21 Of 241, Bogota, Colombia, en gbedecimiento a Jo |3l Camars 13 No. 20 - 21 Of 241, Bogots,
dispuesio en ¢ pardgrafo 1 o del Anicude 543 del | Colomile, in dus compllance with the terms of
Cédige do Comercho, ef primers come principal, o | Peragraph 1st. of Articls 543 of the Commernial
sequndo y 3 tercera como suplante como mis| Code, he il as principal | the second and third as
{rugstros) fepresentantes en todos los asuntos de | siemate, s owr representatives lor afl industrial
propledad  industial con  facuftad para  recibir | property matters with facully & receive aatifications
notificeclones y nombrer apoderados Judiciales o uﬂwappohummwshamomo!(:omme
wimawmdpﬂmlm it shall replace the principal in case of his
case de gustnda o impedimenio trporal o definltivo | absence or of temporal or definitive impediment. If
de aquél. S egune de s nombrades fafiere | any of e appointess ware to be defintely absent,
defmithvamente, el suplente lomard su lupar. Cusnoa | the allemate shal iake his place. When e abaence
cesare la ausencia o impedimanto del represantanie | or impediment of the principal representative, or of
principal, o def suplents, en sy caso, podmin sjercer [ | the allemate in their lumn ceases, the representation
representacién, en su orden, uno u olno sogun ¢l ceso. [can be taken apain in lher saguencs, by tha
asumniindola por of solo hache de ejerconia, cesando | prirtial or the aitamate depending on case, and the
en e3e momento ol ejercic de la representacin por merefactutits axercise wil suffice, The excroise of
ol suplente en su caso. Ademds, confierc (canferimos) { the
poder a ks

wtaion by the af

in their lum shall

la profeccidn de mi (nuestra} propiedad intelectysl,
propledad indusirial y contra la compatencia destes), o

abagades antba nombrades, gara oblener end # guch (me. In addition, we grant 8 Power of

Attomey in favour of the above-named attorneys-gl-
w50 el thay may obtain the protection of my

cuye sfocto autorizo (ames) a s dichns apoderados | (our) intelecius property, induskial property and
pare que me (nos) represenien ante cualesquiera | against the unfar competition, for which purpose |

entidades © personas, ejerzan o no jurisdieeidn,

,{{we} euthorisa the seid sttomneys 0 represert me

espocigimente ante lax del arden administrativo. [{us) before any authorties or persons, with or
. mnancioso-adminisirathve y Judicial, esi como los |withoul jrisdiction, specially those admiriistrative,
tibunales de arbitraments, an jodo kr concemients & | administrative contentious and judicis, as well as
o siguigntes 8) O Wn de p de | before Arbitration Count, In afl matters concaming
Invencién, modetos de ulilided y disefon indusiriales:{ dwe foflowing; a) Obtaimment of patents, wlility

www.briatEw.com

e
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- .
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EGIADION EN
LC' STANDO



COLOMBIA

ol mgistro de maces de fitwica, colattivas,
delenshas, de senvicio, lemas comarcisies. nombras
comarciales, enseflas, nombres  da  dominio,
warledades vegeiaies y denominaciones de origen; su
renovadidn, raspaso, cambic de nombre o domicio,
canceiation voluntaris; yclmgnmdeboemiuneusu
da asos derschos; b) Las » de comp

| o

modely snd industial designs; the ragistretion of
ademarks. colleciive. defansive and service marks,
sogns,  comumercisl nemes.  ade  emblems,
domain names, vegetal vareties snd denominations

detlenl, proteccidn del consumidor, oposidones u
observeciones, cancelcion administrativa o judicial,
muilded, medides cautsiares, covicesiin de cencias, @
tiela, la prolmccién de sécreios Indusinales, y én
ganeral ios jicios civlies, pensles, adminisraives o
contencioso-adminisiraitves  relacionatios con estas
demchos: ScCiones y procesos Que promovEmes & 58
nos promuavan, o) Oblencidn de un mimem de
iduntificacitn ributaids v & registro anie la chman de
comertia compeients; d) Scliehud de Insaripcion de
obrws y demas acios relacionadas con derschos de
auor ante b Direccién Naciona! de Derechos de Auor
0 i enldad compeiente, ) Obtancidn y demds acion
relacionados con mgistros simitaros ante ta avloridad
nacicnal competents. Y para que e todos los asuntos
aribe determinados. pusdan tusiituic este mandso,
transigir, concliar, admitir los hechas del proceso,
desistir, cancelar,  racibir, renuncisr, solicitar ta
revocatorly y ratiiaar log schos ds ageniss oficiosos,

of origin; s renewal, change of name
or domicile, woluisry cancalistion; and (e
ior of B of use of tha above dphts: )

Actioms of unfait compalition, protecion o the
consumers, oppositions ofr observations,
administirsive or Cowrt cancolistion, mullity,
infingement, granting of licansas, the action for writ
mandarmus, the peotection

penarsl the cidll, penal,
Teiating lo those fights; actions and sults Institued by
m {us} or againgl me (u). <) Obtsinment of & tax
idenfification numbar and the registar before the
compwient chamber of commeree; d) Registralion
snd othar relsted acts of copwights bafors 1he
-] authortly. &) Obtainment and  olhwe
related ncts of heslth regldrations before the
compeierd authority, And that n &l tha sbove
matiers they may substitute this Fower of Attomey,
compromite, concilsle, admat tha facts of the cams,
desist, cancel, racelve, resign, ask for revocation
s ity acls done by representztives without a
power of atlomey,

Given and signad this (Fecha) Dado y firmado hoy (Date)

- § MoV,

201

En (CivdsdPais) / In (City/Country)
Zaragora (Spein}

ST Y YIVT ‘ﬂm

Manua! Josd Loper Pirsx

Rector - Universidad de Zaragoza

CERTIFICACION NOTARIAL

NOTARIAL CERTIFICATION

El seflor Notario certifica (1) |8 existencia legal de la] The nota:y public cenifies (1) the lagal extstence of
compaitia que clorga ol poder, (2] que ésta ejerce su | The company which grams tha Power of Altormey, (2)
objato social, (3) que las perconas que otorgan el | that It is in actusl exerciss of A3 company

poder estin sutnizadas psra dario.

pumoses,
and {3) that the persons who exscute the Power of
Attorney & authedzed to do so

'o”-
ﬁe\ (-:"‘
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TESTiMONIO DE LEGITIMACION DE FIRMAS.-
(Numero 1.933 def Libro indicador). -----===~====s-eereeeeee -
Yo, RAFAEL BERNABE PANOS, Notario del llustre
Colegio de Aragon, con residencia en Zaragoza, DOY FE:
Que por haber sido puesta en mi presencia, legitimo
como auténtica la firma que antecede como propia, de
DON MANUEL JOSE LOPEZ PEREZ, a quien he
identificado por su Documento Nacional de Identidad
NUMEro 2350101 —~-mmmmmmm s
Una fotocopia del presente documento queda
incorporada al acta otorgada ante mi en el dia de hoy,
numero 1.951 de mi Protocolo. Dicha acta ha sido
autorizada con las limitaciones y a los efectos de lo

prevenido en el articulo 207, 2° del Reglamento Notarial. ---

Zaragoza, a cuatro de noviembre de dos mil once. -----

WS
— %

8RS
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FAPLL EXCLiv e ) PARA DOCUMITN 1 Ly ML <Rl B3

TIMIRE | o 974414828
D_El. l;_S:I‘ﬂDB :q! :;;:7‘;

s, By

AT

El presente folio es el agregado al documento en el que figura la firma de
D. RAFAEL BERNABE PANOS

APOSTILLE

Convention de la Haye du 5 octobre 1961

1.- Pais; Espafia
El presente documento publico
2.~ ha sido firmado por D. RAFAEL BERNABE PANQOS
3.- Actuando en calidad de NOTARIO
4 .- Se halla sellado/timbrado con el sello de su Notaria

CERTIFICADO

5.-en Zaragoza 6.- el dia Cuatro de Noviembre de 2011
7 .- por el, Decano dsl liustre Colegio Notarial de Aragén

8.- bajo el Nimero 7532/11
g.- Selloftimbre 0.- Firma
. JUAN CARLOS GALLARDO
GON, con firma delegada del
no.)
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TAPE:, EXCL VO B AL DOCUIENTDS NOTAMALES

AN2911949

02/2011

D. RAFAEL BERNABE PANOS
NOTARIO
Pso. Independencia, 18 - 4° -Dcha.
Telf. 976 48 28 20 - Fax. 976 48 28 22
50001 - ZARAGOZA

ACTA DE EXISTENCIA DE DOCUMENTO
EXTRANJERO CONFORME AL ARTICULO 207.2 DEL
REGLAMENTO NOTARIAL OTORGADA A INSTANCIA
DE LA UNIVERSIDAD DE ZARAGOZA.

NUMERQO MIL NOVECIENTOS CINCUENTA Y UNO.

En Zaragoza, mi residencia a cuatro de noviembre de

dos mil once.

Ante mi, RAFAEL BERNABE PANOS, Notario def

llustre Colegioc de Aragon, constituido en el Edificio

Paraninfo de la Universidad de Zaragoza, Plaza Basilio

Paraiso, 4,
. COMPARECEN:
El Sr. DON MANUEL JOSE LOPEZ PEREZ, Rector

agnifico de la Universidad de Zaragoza, cuyas restantes
ircunstancias personales no se resefian por razén de su
rgo, en cuyo ejercicio se encuentra actualmente, segin

consta por notoriedad.

/ INTERVIENE como Rector, en representacion de la
UNIVERSIDAD DE ZARAGOZA, domiciliada en
ZARAGOZA, Calle Pedro Cerbuna, 12. Instituck

Ty Chreulo ]
s $euerestel




Derecho e Interés Puablico que se rige por sus Estatutos,
aprobados por el Decreto 1/2004, de 13 de enero, del
Gobierno de Aragon (publicados en el Boletin Oficial de
Aragon nuimero 8 de fecha 19 de enero de 2004) y
modificados por Decreto 27/2011, de 8 de febrero, del
Gobiernc de Aragén (publicados en el Boletin Oficial de
Aragon numero 35 de 18 de febrero).

Con C.I.F. nimero Q5018001G.

Se encuentra facultado para este acto en virtud de Ia
representacion legal de la Universidad sefialada en el
articulo 20 de la Ley Organica 6/2001, de 21 de diciembre,

de Universidades, y de los Estatutos de Ia Universidad, de

los que se transcribe lo siguiente:

“... Articulo Primero. Naturaleza. La Universidad de
Zaragoza es una institucién con personalidad juridica vy
patrimonio propios, que goza de autonomia académica,
economica, financiera y de gobierno, de acuerdo con la
Constitucion y las leyes, para el ejercicic del servicio
publico de la educacién superior mediante e! estudio, Ia
docencia y la investigacion. 2. La Universidad de Zaragoza
ejerce las potestades y ostenta las prerrogativas que el
ordenamiento juridico le reconoce en su calidad de
Administracion publica.- ... — Seccién 22. Del Rector. Art.

61. Naturaleza. El Rector es la maxima autoridad
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PAPEL EXCLUSIVD PAAA DOCUMENTOS HOTABALLS.

AN2911350

02/2011

académica y de gobierno de la Universidad de Zaragoza,
ostenta su representacion y ejerce su direccion.... - Art. 63.
Duracion del mandato. E} mandato del Rector tendra una
duracién de cuatro afios. E! Rector podra ser elegido,
como maximo, por dos mandatos consecutivos. No habra
limite en los mandatos no consecutivos- . — Art. 66.
Funciones y competencias. Corresponden al Rector las

siguientes funciones y competencias: a) Representar

oficialmente a la Universidad.. .. u) Ejercer las restantes

funciones que se deriven de su cargo, asi como cualquier

otra que se le reconozca en los Estatutos o en las leyes o
— le sea delegada por el Consejo Social, el Claustro
Universitario o el Consejo de Gobierno. v) Ejercer

cualesquiera  otras  competencias  no atribuidas

xpresamente a otros érganos.” -
Concuerda con su original al que, en su caso, me

rémito, sin que en lo omitido haya nada que amplie,

restrinja, modifique o condicione lo trascrito.
Fue nombrado para dicho cargo por Decreto 87/2008,

. de 6 de mayo, del Gobierno de Aragén, publicadq en el




Boletin Oficial de Aragén nimero 53 de fecha 7 de mayo
de 2008.

Dicho nombramiento le atribuye, 'a mi juicio, facultades
representativas suficientes para el otorgamiento de Ia

presente acta.

Le identifico a través de su resefiado documento de
identidad y segtn interviene le juzgo con capacidad legal e
interés legitimo suficiente para promover la presente ACTA
a los efectos del articulo 207.2° del Reglamento Notarial a

cuyo fin,

ME REQUIERE, a mi, el Notario, para que haga
constar la existencia del documento redactado en lenguas
espafiola e inglesa fechado el cuatro de noviembre de dos
mil once, que me exhibe y quiere produzca los solos
efectos que le sean aplicables conforme a lo previsto por
las leyes del pais en que debe presentarse; que
igualmente haga constar que lo firma a mi presencia,
legitimando yo su firma; y que incorpore a esta matriz

fotocopia de dicho documento una vez que haya

legitimado su firma. --- -
ACEPTO el requerimiento y HAGO CONSTAR: -------
Que legitimo la firma del compareciente, por haber

sido puesta en mi presencia; y que hecha constancia en la




46

PAPEL EXCLL S PR DOCUMENTOS HOTARILES

AN2911951

0272011

legitimacién del nimero de protocolo y fecha de la
presente, obtengo fotocopia del referido documento,

- extendida en un folio de pape! exclusive para documentos

notariales que protocolizo con esta matriz.
En cumplimiento de la Ley Organica de Proteccién de
Datos Personales (LOPD) informo al otorgante de que sus

datos personales quedan incorporados a unos ficheros de

datos de caracter personal titularidad de la Direccion
General de los Registros y el Notariado asi como de este
notario, para el estricto cumplimiento de las funciones

notariales y la gestion y registro de las obligaciones legales

que le incumben en los términos de las Ordenes

Ministeriales de Justicia y Economia 484/2003 y 114/2008,

respectivamente.

Dichos datos no seran cedidos a ningdn tipo de
rganizacion, ni publica ni privada, salvo los casos
previstos legalmente. Podra ejercitar en esta oficina los

derechos que le corresponden conforme a la normativa en

i%

materia de Proteccion de Datos.




Por su eleccion, y advertido de su derecho, que
renuncia, le leo este acta, que aprueba, se ratifica en sus

declaraciones, conociendo la trascendencia de las mismas

y firma.-

De cuanto se consigna en este instrumento publico
extendido sobre tres folios de papel exclusivo para
documentos notariales de la serie y nimeros el presente y
los dos anteriores en orden de numeracién, yo, notario,

doy fe.

Sigue la firma del compareciente.- Signado.- Rafael

Bernabé Pands. -Rubricado y sellado.

Sigue Documentacién Unida

T T S0 OB
S L NOTARIADE :
CROUOLEEO Ny
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PARPEL EXCLUSMD PLita DOCUMELTDS HOTARMLES

(Numero 1.933 dei Libro Indicador). -
Yo, RAFAEL BERNABE PANOS. Notario del flustre
Colegio de Aragén, con residencia en Zaragoza, DOY FE:
Que por haber sido puesta en mi presencia, legilimo
como auténlica la firma que antecede como propia, de
DON MANUEL JOSE LOPEZ PEREZ a quien he
identificado por su Documento Nacional de ldentidad

numero 235010L,----— - e o

Una fotocopia del presente documenic queda
incorporada al acla olorgada anle mi en el dia de hoy,
numero 1951 de mi Protocolo. Dicha acia ha sido
aulorizada con las limitaciones vy a los efeclos de lo

prevenido en el articulo 207. 2° det Reglamento Nalarial. ---

Zaragoza, a cualro de noviembré de dos mil nce, -----




APLICACION ARANCEL
DISPOSICION ADICIONAL 3° LEY 8/89
DOCUMENTO SIN CUANTIA

CONCUERDA con su original, que bajo el nimero al
principio indicado, obra en mi protocolo general y corriente
de instrumentos Babiicos, donde la anoto. Y a instancia de
la UNIVERSIDAD DE ZARAGOZA, expido esta copia en
cinco folios de papel exclusivo para documentos notariales
de la serie y nUmeros el presente y los cuatro anteriores en
orden de numeracion. Zaragoza, el cuatro de noviembre

de dos mil once. DOY FE .-
_WJ?

<‘.___...._..é
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PAPEL EXCLUSIVD PAFEa DOCUMENTOS NOTARIALES

874414829

0372010

El presente folio es el agregado al documento en el que figura la firma de
D. RAFAEL BERNABE PANOS

7 APOSTILLE

Convention de la Haye du 5 octobre 1961

1.- Pais: Espafia

9,' El presente documento publico

- 2.- ha sido firmado por D. RAFAEL BERNABE PANOS
3.- Actuando en calidad de NOTARIO

4.- Se halla sellado/timbrado con el sello de su Notaria

CERTIFICADO

D.- en Zaragoza 6.- el dia Cuatro de Noviembre de 2011
7.- por gl, Decano del llustre Colegio Notarial de Aragén

8.- bajo el Nimero 7531/11

9.- Sello/timbre .- Firma




Assignment Declaration

We,

NERIN DE LA PUERTA, M. C. Cristina
¢/ Pedro Cerbuna 12
E-50009 Zaragoza

GUTIERREZ BARTOLOME, Laura
¢/ Pedro Cerbuna 12
E-50009 Zaragoza

SANCHEZ JARABQ, Cristina
¢/ Pedro Cerbuna 12
E-50009 Zaragoza,

e the common inventors of the invention
with the title Smart Packaging for Detecting
Micoorganisms, according to International
Application PCT/ES2010/000176, Publication
Number WO 2010/128178 A1, filed on 21th
April 2010, claiming priority of Spanish
application P200930141 of 7th May 2009. We
herewith assign the rights and title in this
entire invention for the country of Colombia to

Universidad de Zaragoza
Pedro Cerbuna 12
E-50009 Zaragoza

so that Universidad de Zaragoza has the right
to obtain a Colombian patent as sole

("roprietor.

Zaragoza, this 23 day of November 2011

Signatures:

NERIN DE LA PUERTA, M. C. Cristina

GUTlERREz-BﬁRTOLoM’E Laura
Nationality: _Spanfsh

SANCHEZ JARABO,
Nationality:

49

Asignacion de Declaracion

Nosotros,

NERIN DE LA PUERTA, M. C. Cristina
¢/ Pedro Cerbuna 12
E-50009 Zaragoza

GUTIERREZ BARTOLOME, Laura
¢/ Pedro Cerbuna 12
E-50009 Zaragoza

SANCHEZ JARABO, Cristina
¢f Pedro Cerbuna 12
E-50009 Zaragoza,

son los inventores comun de la invencion con
el titulo de embalaje inteligente para
deteccion de microorganismos del, de
acuerdo con la solicitud internacional
PCT/E52010/000176, numero de publicacion
WO 2010/128178 A1, presentado el 21 de
abril de 2010, Reivindicacion de la prioridad
de la solicitud espanola P200930141 de 07 de
mayo 2008 . Por la presente ceder los
derechos y titulo de esta invencidn, todo para
el pais del Colombia

Universidad de Zaragoza
Pedro Cerbuna 12
E-50009 Zaragoza

para que la Universidad de Zaragoza tiene
derecho a obtener una patente de Colombia
coOmo Unico propietario.

Zaragoza, el dia 23 de noviembre de 2011
firmas:

NERIN DE LA PUERTA, M. C. Cristina

GUT|ERF¥E}B7¥RT0L‘0’ME Laura
Nacionalidad:;, (¥spaficla

M’
SANCHEZ JARAEO, Criktina
Nacionalidad: __ Espafiola
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TESTIMONIO DE LEGITIMACION DE FIRMAS.- (Numero
2.015 del Libro Indicador). —~--==smmem e
Yo, RAFAEL BERNABE PANOS, Notario del llustre
Colegio de Aragdn, con residencia en Zaragoza, DOY FE:
Que por haber sido puestas en mi presencia, legitimo
come auténticas las firmas que anteceden, como propias
de DONA MARIA CONSOLACION CRISTINA NERIN DE
LA PUERTA, DONA LAURA GUTIERREZ BARTOLOME
Y DONA CRISTINA SANCHEZ JARABO, a quienes he
identificado por sus documentos nacionales de identidad
numeros 17848669W, 71930926J y 25158258F . —--—----————-
Zaragoza a veintitrés de noviembre de dos mil once. - .

“01 ARIAL
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PAPEL EXCLUSIVO PARA DOCUMENTQS NOTARIALES

STIMBRE
IDELSESTADO

A08211622

i
0572011
El presente folio es el agregado al documento en el que figura la firma de
D. RAFAEL BERNABE PANOS
- APOSTILLE
{Convention de fa Haye du 5 octobre 1961)
1.- Pais: Espaia
Country / Pays:
v, El presente documento publico
This public document / Le présent acte public
¥ 2.- ha sido firmado por D, RAFAEL BERNABE PANOS

has been signed by
\ a élé signé par
*

I\, 3.-quien actua en calidad de NOTARIQ

';:'-‘\‘i o acting in the capacity of
;f Pl agissant en qualité de
¥ . . . ]
e é ’nj 4.~y esté revestido del sello / timbre de su Notaria
e C,"' bears the seal / stamp of
y )\/t. ast revétu du sceau / timbre de
€, I7
O
CERTIFICADO
Cetified / Alteste
5.-en Zaragoza 6.- el dia Veinticuatro de Naviembre de 2011
At/a the /le
1.- por el Decano del llustre Colegio Notarial de Aragon
By /par
8.- bajo el Nomero 8080/11
N®/ sous n®
9.- Sello / timbre 10.- Firma
Seal 7/ stamp: Signature / Signatura:
Sceau / timbre:

{Dia. MARIA PILAR TORRES SERRANO, con
firma delegada del [Jécano.)

ware E_§ta Apostilla certifica anicamente |a autenticidad de [a firma, la calidad en que el signatarie del documento haya
“ragtuado y, en su ¢aso, |a identidad del sello o timbre del que el documento publico esté revestido. Esta Apostilla
f}-&{: no certifica el contenido del documento para el cual se expidid.
e

This Apostille only certifies the authenticity of the signature and the capacity of the person who has signed the
public document, and, where appropriate, the identity of the seal or stamp which the public document bears. This
Apostilie does not certify the content of the document for which it was issued.

Cotte Apostille atteste uniquement fa véracité de la signature, la qualité en laquelle le signataire de l'acte a agi et,
le cas échéant, ldentité du sceau ou timbre donl cet acte public ast revétu.Celte Apostilie ne certifie pas le
contenu de acte pour lequel elie a été émise,
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i SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

Indusiria v Comercio ] |III|H"I"““I“"““Il““l“l
SUPERINTENDENCI A i

68037. -00000-0000
Fecha: 2011 12-06 15:20:09 Dep. 2020 DIR.NUEVASCR

: 11 PATENTE!YII Eve: 378 FASENACIONALI
PATENTE DE INVENCION [ ] MODELODE U Aq e

—

Act. 411 PRESENTACION Falios: 51

RN

Indicacicn que se solicita una patente.

Datos de identificacion del salicitante o de la persona que presenta la solicitud
Descripcion de la invencién

Dibujos de ser estos perlinentes

Comprobante de page de |as tasas establecidas {De ser el caso farmato de descuento)
Completa D Incompleta l:]

PATENTE DE INVENCION PCT D MODELQ DE UTILIDAD PCT D Art.33 Decision 486/00, Circular Unica

00O O

Indicacién que se salicita una PCT

Copia de la solicitud en espaficl, tal como fue presentada inicialmente (capitulo descriptivo,
reivindicatorig, resumen)

Dibujos de ser estos pertinentes

Comprobante de pago de las tasas establecidas {de ser el caso formato de descuento)

Completa D Incompieta [:I

DISENO INDUSTRIAL [ ] _ . (A 119 Decision 486/00)

L]
[]

[]
]

Indicacion que se solicita Disefio industrial

Datos de identificacion del solicitante o de 1a persona que presenta la solicitud

Representacion grafica y fotografica del Disefio industrial o muestra del material que incorpora el
disefio

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa D . Incompleta D

ESQUEMA DE TRAZADO |_ | {Art. 92 Decision 486/00)

OO O

Indicacion que se solicita un esquema de trazado
Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
Representacion gréfica de un esquema de trazado

Comprabante de pago de lias tasas establecidas

Completa D Incompleta D

P102-FOB (2009-11-18)




