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@Resumen:

Procedimiento para obtener un material compuesto
antimicrobiano, material asi obtenido y uso del mismo.
La presente invencion se refiere a un material
compuesto antimicrobiano basado en un soporte
semiconductor (WO3), un metal (Ag) y un
carbono. La presente invencion también se refiere a
su procedimiento de preparacién en forma de
quitosano y sal soluble de Ag y W. El material
antimicrobiano puede utilizarse como aditivo o
recubrimiento de superficie en muchos ambitos
diferentes, tal como en la industria automotriz y de la
construccion.
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DESCRIPCION

Procedimiento para obtener un material compuesto antimicrobiano, material asi

obtenido y uso del mismo

La invencion se refiere a un procedimiento para obtener un material compuesto
semiconductor/metal/carbono con propiedades antimicrobianas. Por consiguiente, la
presente solicitud se refiere ademas a dicho material y a su uso, preferentemente, como

aditivo o recubrimiento de superficie en la industria automotriz y de la construccion.

ESTADO DE LA TECNICA

Hasta ahora, el desafio continuo de las enfermedades infecciosas causadas por
microorganismos patégenos (microbios como hongos, bacterias y virus) que suponen
una enorme carga para la salud publica y las economias mundiales, hace que las
enfermedades infecciosas sigan siendo un grave problema en todo el mundo. Estos
patogenos suelen poder habitar en las superficies de multitud de objetos y dispositivos.
Una via importante de propagacién de enfermedades es la transmisién de patégenos a
través del contacto con superficies contaminadas. Los tratamientos de las superficies

pueden ayudar a reducir o incluso evitar estos peligros.

El disefio de materiales avanzados mediante la ingenieria de superficies antibacterianas
es uno de los principales ambitos de aplicacion de los nuevos materiales.
Staphylococcus aureus (S. aureus) y Escherichia coli (E. coli) son uno de los principales

patdgenos bacterianos causantes de diversas infecciones.

En vista de esto, el desarrollo de nuevas tecnologias antimicrobianas, no basadas en

antibidticos tradicionales y sin contaminantes o metales pesados, es de gran interés.

Por tanto, en el estado de la técnica se ha descrito algunos materiales, tales como los
descritos en el documento: Michat Jakubczak et al. Materials Chemistry and Physics,
297, 2023, 127333, en donde se utiliz6 carbono (C) activado como sustrato para la
decoracion in situ de superficies con particulas de O6xido de grafeno (GO) y
nanocompuestos bioactivos de TiO2/Ag. El nanocompuesto descrito en dicho

documento ha de fotoactivarse para que tenga un efecto antimicrobiano. Este
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inconveniente también esta presente en muchos otros compuestos antimicrobianos
conocidos en el estado de la técnica. En el documento: H.l. Hamouda et al. Journal of
Environmental Chemical Engineering, 9(2), 2021,105034 se describen nanotubos de
carbono de paredes multiples decorados con nanoparticulas de plata para aplicaciones
antimicrobianas. En este caso, puede observarse una reduccién de la concentracion
microbiana, en lugar de una inhibicion completa. Otros problemas que afectan a algunos
compuestos de la técnica anterior son su efecto citotoxico, su baja estabilidad y su
escaso efecto antibacteriano. Para solucionar los inconvenientes mencionados de los
materiales antimicrobianos de la técnica anterior, la presente invencion proporciona un
nuevo material compuesto con excelente estabilidad y actividad antibacteriana contra
patégenos tales como S. aureus y E. coli, baja citotoxicidad y, de manera ventajosa, no

es necesario fotoactivarlo.

Con objeto de solucionar los inconvenientes mencionados de los materiales
antimicrobianos de la técnica anterior, la presente invencion proporciona uno nuevo que
presenta excelente estabilidad y actividad antibacteriana contra patégenos tales como
S. aureus y E. coli, baja citotoxicidad y, de manera ventajosa, no es necesario

fotoactivarlo.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

Los inventores han demostrado que un material compuesto basado en un
semiconductor (WOs), un metal (Ag) y un soporte de carbono (grafito), posee excelentes
propiedades antimicrobianas, estabilidad y baja citotoxicidad, por lo que puede utilizarse
como aditivo o recubrimiento antimicrobiano en multitud de campos, tal como en la

industria automotriz y de la construccion.

Ademas, se ha desarrollado un procedimiento para preparar dicho material compuesto.

Por tanto, en un primer aspecto, la presente invencion se refiere a un procedimiento
para obtener un material compuesto que comprende:

a) preparar una dispersion de quitosano en etanol,

b)  preparar una dispersién de a-Ag.WO, en etanol,

c) anadir la dispersion de a-Ag,WO4 a la dispersion de quitosano, en donde la

cantidad de a-Ag-WO, esta comprendida entre el 0,1 y el 20 % en peso en
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relacion con la cantidad de quitosano,

d)  secar el material resultante a una temperatura comprendida entre 50 y 100 °C
durante 1 a 48 h,

e) calentar el material seco obtenido en la etapa d) a una temperatura
comprendida entre 200-700 °C durante 10-360 min, generando el material

compuesto final.

El procedimiento definido anteriormente conduce a la generacion de un material
compuesto que comprende particulas de plata (Ag) y triéxido de wolframio (WO3) ambos

en soporte de carbono, en particular grafito (Ag/WO3 sobre grafito).

En una realizacién preferida, la dispersion de la etapa a) se prepara con ultrasonido,
mas preferentemente a una frecuencia entre 20-50 kHz, con un intervalo de energia

preferido de 300-800 W durante 5-60 minutos preferentemente.

En una realizacion preferida, la dispersion de quitosano en la etapa a) se prepara
afiadiendo quitosano a etanol a una proporcién de entre 0,001 g a 1,000 g por 20 ml de

etanol.

Preferentemente, se utiliza quitosano de peso molecular medio. La expresion "peso
molecular medio" se refiere al peso molecular promedio medio del quitosano, que esta
relacionado con el tamano promedio de las cadenas poliméricas de quitosano. En
términos numéricos, el peso molecular del quitosano de peso molecular medio esta en
el intervalo de 102 a 10* g/mol. El quitosano de peso molecular medio esta disponible en

el comercio.

En una realizacién preferida, la dispersion de a-Ag>WO4 en la etapa b) se prepara
afiadiendo a-Ag,WO, a etanol a una proporcién de entre 0,001 g a 1,000 g por 20 ml de

etanol.

En una realizacion preferida, en la etapa c), la cantidad de a-Ag>WO4 esta comprendida
entre el 0,5 y el 10% en peso en relacion con la cantidad de quitosano, mas

preferentemente, entre el 1y el 5 % en peso en relacién con la cantidad de quitosano.

En una realizacion preferida, las etapas d) y e) se realizan en una estufa.

4
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En una realizacion preferida, el a-Ag>WO; utilizado en la etapa b) se obtiene a través
del método de coprecipitacion en medio acuoso que comprende las siguientes etapas:

i) preparar una soluciéon de Na;WQO,.2H-0 en agua,

i) preparar una soluciéon de AgNO; en agua,

iii)  calentar las soluciones preparadas en las etapas i) y ii) d a una temperatura
comprendida entre 50 y 100 °C, y después, afadir la solucion de AgNOs a la
solucion de Na;W0O4.2H,0, generando asi un precipitado blanco,

iv)  agitar constantemente la solucién que contiene el precipitado blanco obtenido
en la etapa iii) durante 10-360 min y después, centrifugar y lavar con agua
destilada hasta que se obtenga un pH comprendido entre 5y 7 en el agua de
lavado,

v)  secar el precipitado obtenido en la etapa iv) a una temperatura comprendida
entre 50-100 °C durante 6-48 h.

En la etapaiv), al lavar con agua, el pH disminuye, de manera que los iones no utilizados

en la formacion de a-Ag2WO;4 se eliminan.

En una realizacion preferida, la concentracion de Na;WO0O..2H,0 en la solucion de la
etapa i) estd comprendida entre 0,2x10-¢ y 2,0 mol/l. Mas preferentemente, entre 1x10-°

y 1x103 mol/l.

En una realizacion preferida, la concentracion de AgNOs en la solucion de la etapa ii)
esta comprendida entre 0,4x10° y 4,0 mol/l. Mas preferentemente, entre 2x10-% y 2x10-

3 mol/l.

Las realizaciones preferidas de temperatura y tiempo utilizadas fueron 20-100 °C y 0,1-

6 horas.

Un segundo aspecto de la invencién se refiere al material compuesto obtenible mediante
el procedimiento descrito en el primer aspecto de la invencion (material compuesto de
la presente invencion). Dicho material compuesto comprende particulas de plata (Ag) y

WO3 depositadas sobre grafito.

Las particulas de Ag presentan estructura cristalina cubica con grupo espacial Fm-3m,;

las particulas de WO3; estructura cristalina monoclinica con grupo espacial P21/c y el
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grafito tiene estructura cristalina hexagonal y grupo espacial P63mc. Estas particulas se
obtuvieron de la descomposicion térmica del quitosano con a-Ag;WOQO,, dando como
resultado particulas micrométricas de carbono poroso (grafito) que varian entre 10 y 80
pMm de diametro promedio, medido por microscopia electrénica de barrido (MEB), con
particulas de WO3; y de Ag en su superficie, ambas de tamanos comprendidos entre 80

y 2000 nm de diametro promedio, medido por microscopia electronica de barrido (MEB).

El material compuesto descrito anteriormente puede utilizarse como recubrimiento sobre
un sustrato para proporcionarle propiedades antimicrobianas, preferentemente, con
propiedades antibacterianas. Preferentemente, el sustrato es de acero inoxidable. Estos
recubrimientos de superficie pueden utilizarse en la industria automotriz y de la
construccion, por ejemplo, en la fabricacién de barandillas, asideros, muebles,

interruptores, entre otros.

En una realizacion preferida, el recubrimiento se fabrica mediante el método de
recubrimiento por rotacion. Este método comprende preferentemente las siguientes
etapas:
-el sustrato, preferentemente un sustrato de acero inoxidable, se corta y se lija
con papel de lija, y después el recubrimiento se realiza utilizando el método de
recubrimiento por rotacién que comprende:
- 0,01-1,00 g del material compuesto de la presente invencion, se afiaden 0,010-
1,00 g de polietilenglicol y 1-400 pl de tensioactivo no idnico (preferentemente
compuesto de polioxietilenos, que son éter de poliglicol derivado del polietileno)
por 1-100 ml de agua,
-la solucién de agua formada en la etapa anterior se deja en agitacion durante 1-
48 h para una mejor homogeneidad del sistema,
- la soluciéon de agua homogeneizada obtenida en la etapa anterior se afiade al
sustrato en rotacion (preferentemente a 300-5000 rpm) durante 30-360 seg y
después el sustrato se calienta a 100-700 °C durante 10-360 min para una mejor
adhesion del recubrimiento. En una realizacién preferida, se afiaden entre 10 y
500 ul de la solucién de agua homogeneizada por 40 mm? de la superficie de
sustrato. Preferentemente, la solucién de agua homogeneizada se afade al

sustrato durante 30-360 seg.

La presente invencién también se refiere a un sustrato recubierto, que comprende el
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material compuesto descrito en el primer aspecto de la invencion, depositado sobre al

menos una parte del sustrato, preferentemente, sobre un sustrato de acero inoxidable.

Ademas, el material compuesto descrito en el segundo aspecto de la invencién, puede
utilizarse como aditivo antimicrobiano (preferentemente antibacteriano). Mas
preferentemente, puede utilizarse como aditivo antimicrobiano (preferentemente
antibacteriano) de matrices poliméricas, con aplicacién preferentemente en la industria
automotriz y de la construccion. Este aditivo puede incorporarse directamente en la

fabricacién de productos poliméricos inyectables y moldeables.

En resumen, la presente invencion proporciona un material compuesto basado en un
semiconductor (WQOs3), un metal (Ag) y grafito con propiedades antimicrobianas y que
tiene notables ventajas sobre los materiales compuestos ya conocidos en el estado de
la técnica, como se menciona a continuacion:
-presenta una excelente estabilidad
-no ha de fotoactivarse para exponer su efecto antimicrobiano
-baja citotoxicidad
-mejora la actividad antimicrobiana (obteniendo una heterouniéon de
nanoparticula semiconductora/metalica, es decir, un material formado por dos o
mas tipos de materiales diferentes, hace que el flujo de electrones entre el
semiconductor y la nanoparticula aumente debido al efecto plasmoénico,
haciéndolo mas eficaz para generar especies reactivas del oxigeno (ROS,
reactive oxygen species), incluso en la oscuridad)
-aplicacion versatil como un agente antimicrobiano en diferentes superficies y

como aditivo antimicrobiano en diversas bases poliméricas.

Ademas, el procedimiento utilizado para la preparacién del material conlleva ventajas:
-sintesis en un solo recipiente
-condiciones de sintesis suaves (temperaturas y tiempos bajos)

-no generacion de residuos secundarios sintéticos.

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos utilizados
en el presente documento tienen el mismo significado que el que entiende normalmente
un experto en la materia a la que pertenece la presente invencidén. En la puesta en

practica de la presente invencion pueden utilizarse métodos y materiales similares o
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equivalentes a los que se describen en el presente documento. A lo largo de la
descripcion y las reivindicaciones, la palabra "comprende" y sus variaciones no
pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o etapas. Otros
objetos, ventajas y caracteristicas de la invencidn resultaran evidentes para los expertos
en la materia tras el examen de la descripcidon o podran conocerse mediante la puesta
en practica de la invencién. Los siguientes ejemplos y dibujos se proporcionan a titulo

ilustrativo y no pretenden ser limitativos de la presente invencién.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

FIG. 1: (A) patrones de DRX y (B) espectros Raman de las muestras sintetizadas sin o-
Ag2WO4 (QT) y con 1 (QT1A), 2 (QT2A) y 4 % (QT4A) en peso de a-AgzWOs.

FIG. 2: Imagenes de MEB de las muestras (A)QT; (B) QT1A; (C) QT2Ay; (D) QT4A.

FIG. 3: Crecimiento de (A) E. coli y (B) S. aureus en funcion de diferentes
concentraciones de las muestras QT, QT1A, QT2A y QT4A.

FIG. 4: Viabilidad celular en % por el método MTT después de 24 horas de exposicion.
Andlisis de datos cuantitativos. (A) Tratamiento con QT, (B) QT1A, (C) QT2A y (D)
QT4A. * frente a CTRL: * p<0,5; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001. Imagenes de
microscopia optica de células 3T3 después de 24 horas de exposiciéon a (E) QT, (F)
QT1A, (G) QT2A y (H) QT4A. Resolucion final de 100X.

FIG. 5: (A) Imagen de MEB de la muestra SSQT4A; (B) angulo de contacto del acero
inoxidable (SS, stainless steel) y del acero inoxidable recubierto con la muestra QT4A
(SSQT4A); Pruebas de destruccion temporal utilizando muestras SS y SSQT4A contra
(C) E. coliy (D) S. aureus.

EJEMPLOS
Para ilustrar la invencion, lo siguiente son ejemplos de la invencion que han llevado a

cabo los inventores.

Ejemplo 1: Sintesis de a-Ag.WO,

En dos matraces distintos, se afiadieron 50,0 ml de agua destilada, asi como 1x10-
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3moles de Na;WO04.2H,O y 2x10°3 moles de AgNOs, respectivamente, hasta su
completa disolucién, las soluciones se calentaron a 70 °C, y después, la solucion de
AgNO; se anadio a la solucion de Na;WO4.2H20, generando un precipitado blanco. Esta
solucion se dejo en agitacion constante durante 20 min. y después se centrifugd y se
lavé con agua destilada hasta alcanzar un pH = 7. A continuacion, el precipitado se seco
a 60 °C durante 12 h.

Ejemplo 2: Sintesis de Ag/WO3 en soporte de carbono

En un matraz, se anadieron 1,00 g de quitosano (CAS: 9012-76-4, peso molecular
medio, Sigma-Aldrich) a 20,0 ml de etanol y se dispersaron con ultrasonido durante
5 min. En otro matraz, también se dispersaron 0,01, 0,02 y 0,04 g de a-Ag>WO4 en 20,0
ml de etanol durante 5 min. Después de este tiempo, la dispersion de a-Ag.WO, se
afiadié a la dispersién de quitosano durante 10 min. El material resultante se secé en
una estufa durante 5 h a 60 °C. Después de secar, el material se llevd a una estufa
convencional a 400 °C durante 30 min, generando el material final. Las muestras sin y
con 1,2y 4 % en peso de a-Ag2WO, recibieron el nombre de QT, QT1A, QT2A y QT4A.

Ejemplo 3: Preparacion de un recubrimiento sobre sustrato de acero inoxidable

Los sustratos de acero inoxidable se cortaron en tamafios de 20 mm x 20 mm x 1 mmy
se lijaron con papel de lija de grano 200, 400, 1000 y 1600. Los recubrimientos se
realizaron utilizando el método de recubrimiento por rotacion. A 1 ml de agua destilada,
se afiadieron 0,100 g de la muestra QT4A, 0,040 g de polietilenglicol y 10 pl de
tensioactivo no iénico (Triton X-100). Esta solucion se dej6 en agitacion durante 12 h
para una mejor homogeneidad del sistema. Se afadieron 30 ul a los sustratos de acero
inoxidable con una rotacion de 3000 rpm durante 30 seg. Después de este proceso, los
sustratos se llevaron a un horno de mufla convencional a 200 °C durante 30 min para

una mejor adhesiéon del material.

Ejemplo 4: Caracterizacion de los compuestos obtenidos en el ejemplo 2

Para analizar las propiedades estructurales de las muestras después del tratamiento
térmico, se realiz6 un andlisis de difraccion de rayos X (DRX) (Figura 1A). De hecho, se
observa que la muestra QT se convierte completamente en grafito después del
tratamiento térmico, con estructura hexagonal y grupo espacial P63mc. En cuanto a las
muestras con 1 % (QT1A), 2% (QT2A) y 4 % (QT4A) de a-Ag.WO,4, ademas de la

formacion de grafito, la descomposicion total de a-Ag.WOs en WO; (estructura
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monoclinica con grupo espacial P21/c) y Ag (estructura cubica con grupo espacial Fm-
3m), demostraba que la atmdsfera generada en la combustién del quitosano favorece
los procesos redox para la formacion de WO; y Ag. De esta manera, hay una
disminuciéon de la temperatura de descomposicion térmica de a-Ag.WO, por la
atmosfera generada en la combustion del quitosano. Este proceso de descomposicion
es intrinseco y diferente de los trabajos publicados hasta ahora. En la Figura 1B se
pueden observar las bandas D (~1350 cm™) y G (~1570 cm™') de los materiales basados
en carbono, que hacen referencia a defectos en las capas de grafito y a enlaces de

carbono hibridado sp2, respectivamente.

En la Figura 2 se muestran imagenes de microscopia electronica de barrido (MEB). Se
observa que, después del tratamiento térmico, el quitosano tiene una estructura
micrométrica extremadamente porosa (Figura 2A). Cuando se forma WOs/Ag en la
superficie del material carbdnico, estructuras irregulares de estos materiales (particulas
de alto contraste) llenan estos poros y se depositan en la superficie de este soporte
carbonico (Figura 2B-C). Como era de esperar, a medida que aumenta la concentracion

de WOs/Ag, la superficie se llena cada vez mas de estas estructuras.

Se realizaron pruebas de concentracion inhibidora minima (CIM) con bacterias E. coli
(ATCC 25922) y S. aureus (ATCC 29213) y se muestran en la Figura 3. Como control
negativo en ambas pruebas, se utilizd el antibiético gentamicina. Se observa que la
muestra QT no muestra ninguna inhibicién antimicrobiana significativa en ninguna de
las concentraciones probadas con ambos microorganismos. En el caso de la bacteria
gramnegativa E. coli, las muestras QT1A, QT2A y QT4A mostraron valores de CIM de
125, 62,5 y 31,25 yg/ml, respectivamente. En el caso de la bacteria grampositiva S.
aureus, las muestras QT1A, QT2A y QT4A presentaron valores de CIM de 250, 62,5y
31,25 ug/ml, respectivamente. Por tanto, se puede observar que la actividad
antimicrobiana es proporcional a la cantidad de WOs/Ag formada en la superficie del
soporte de carbono. Las pruebas de concentracién bactericida minima (CBM) se
realizaron con las suspensiones de pocillos sin turbidez, inoculadas en agar e incubadas
durante 24 h. No se observé crecimiento bacteriano, confirmando que la CBM es igual
ala CIM.

Para corroborar los resultados bactericidas, la citotoxicidad de las muestras se analizé

utilizando células murinas 3T3. Esta cepa suele aplicarse en estudios con materiales
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antes de la etapa con ensayos in vivo. La citotoxicidad de los materiales se analiz6 a
través del % de viabilidad celular y los datos se muestran en la Figura 4A-D. La viabilidad
de la muestra QT mostrd una disminucion significativa a las concentraciones mas bajas
(3,90 y 7,81 pg/ml). La muestra QT1A mostré una disminucion en la viabilidad celular a
concentraciones de 31,25 y 62,5 uyg/ml. La QT2A tuvo una disminucion significativa a
partir de la concentracion de 15,62 ug/ml y el material QT4A a partir de 7,81 pg/ml. En
orden ascendente de disminucién de la viabilidad celular y aumento de la citotoxicidad
es: QT= QT1A < QT2A< QT4A. El efecto de la citotoxicidad sobre la morfologia celular
se muestra en la Figura 4E-H. Se observa que a concentraciones inferiores a 3,90 y
7,81 ug/ml el numero de células es tan grande como el control y la morfologia se
conserva. A concentraciones de 15,62, 31,25 y 62,5 ug/ml, el numero de células
comienza a disminuir y la morfologia cambia respecto a la original, presente en el grupo
de control, ya que la membrana celular estd menos definida, tiene un contenido

citoplasmico irregular y baja adherencia.

Ampliando la aplicacion tecnolégica de este material como agente antimicrobiano, se
realizaron recubrimientos de acero inoxidable utilizando la muestra con la mayor
capacidad antimicrobiana para analizar sus propiedades superficiales, asi como su
actividad antimicrobiana contra S. aureus y E. coli. La Figura 5A muestra la superficie
del sustrato de acero inoxidable después de la deposicién de las particulas de WO3/Ag
en soporte de carbono. Se observa que no toda la superficie del sustrato esta
completamente cubierta por el material, pero una gran parte del sustrato esta cubierta.
La humectabilidad de la superficie es una propiedad primordial que regula las
interacciones entre las fases sélida y liquida en los sistemas bioldgicos. La fase liquida
moja una superficie sélida maximizando su area de contacto con la superficie. Esto, a
su vez, aumenta la interaccion entre el liquido y la superficie solida. Por tanto, las
superficies mas hidréfobas pueden limitar la adhesion bacteriana. La Figura 5B muestra
los angulos de contacto del sustrato de acero inoxidable (SS) puro y después del
recubrimiento (SSQT4A). El angulo de contacto de la muestra SS fue de ~65°, mientras
que el de la muestra SSQT4A fue de ~93°. Por tanto, ademas del efecto de produccion
de ROS del recubrimiento, la actividad antimicrobiana de esta muestra puede

amplificarse debido a la disminucién de la humectabilidad de esta superficie.

La actividad antimicrobiana de la superficie con y sin recubrimiento se analizé mediante

pruebas de destruccion temporal, analizando el crecimiento bacteriano en funcién del
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tiempo de E. coli (Figura 5C) y S. aureus (Figura 5D) después de la interaccién con la
superficie de la muestra. En ambas bacterias, se observé un aumento del crecimiento
bacteriano para el sustrato de SS puro. Sin embargo, en ambas bacterias, se observo
una reduccion repentina del crecimiento bacteriano utilizando el recubrimiento con la
muestra QT4A, mostrando que el recubrimiento traslada su eficacia antimicrobiana a la
superficie sobre la que se deposita.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para obtener un material compuesto que comprende:

a) preparar una dispersion de quitosano en etanol,
b) preparar una dispersion de a-Ag2WO, en etanol,
c) afnadir la dispersién de a-Ag,WO; a la dispersién de quitosano, en donde

la cantidad de a-Ag>WO4 esta comprendida entre el 0,1 y el 20 % en peso en

relacién con la cantidad de quitosano,

d) secar el material resultante a una temperatura comprendida entre 50 y
100 °C durante 1 a 48 h,
e) calentar el material seco obtenido en la etapa d) a una

temperatura comprendida entre 200-700 °C durante 10-360 min, generando el

material compuesto final.

2. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde la dispersion de la etapa

a) se prepara con ultrasonidos.

3. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 2, en donde los ultrasonidos son a
una frecuencia entre 20-50 kHz, con un intervalo de energia de 300-800 W durante 5-

60 minutos.

4. Procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde
la dispersion de quitosano en la etapa a) se prepara afiadiendo quitosano a etanol a una

proporcién de entre 0,001 g a 1,000 g por 20 ml de etanol.

5. Procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde
la dispersion de a-Ag.WOs en la etapa b) se prepara afiadiendo a-Ag,WO4 a etanol a

una proporcion de entre 0,001 g a 1,000 g por 20 ml de etanol.

6. Procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde
el a-Ag2WO4 utilizado en la etapa b) se obtiene a través del método de coprecipitacion
en medio acuoso que comprende las siguientes etapas:

i) preparar una solucion de Na;W0O4.2H-O en agua,

i) preparar una soluciéon de AgNO; en agua,

iii) calentar las soluciones preparadas en las etapas i) y ii) a una temperatura
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comprendida entre 50 y 100 °C, y después, afiadir la solucion de AgNOs; a la
solucion de Na;W0O4.2H,0, generando asi un precipitado blanco,

iv) agitar constantemente la solucién que contiene el precipitado blanco
obtenido en la etapa iii) durante 10-360 min y después, centrifugar y lavar con
agua destilada hasta que se obtenga pH comprendido entre 5y 7 en el agua de
lavado,

V) secar el precipitado obtenido en la etapa iv) a una temperatura
comprendida entre 50-100 °C durante 6-48 h.

7. Procedimiento de acuerdo con la reivindicaciéon 6, en donde la concentracion de

Na,WO0O4.2H20 en la solucién de la etapa i) estd comprendida entre 0,2x10¢y 2,0 mol/l.

8. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 6 o 7, en donde la concentracion de

AgNOsen la solucion de la etapa ii) estd comprendida entre 0,4x10¢y 4,0 mol/l.
9. Un material compuesto obtenible mediante el procedimiento descrito en cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 8, que comprende: particulas de plata (Ag) y WOs3

depositadas sobre grafito.

10. Uso no terapéutico del material compuesto definido en la reivindicacién 9, como

aditivo o recubrimiento antimicrobiano.

11. El uso de acuerdo con la reivindicacion 10, en donde el antimicrobiano se selecciona

de un antibacteriano, antivirico y antifungico.

12. El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 10 u 11, como un aditivo

de matrices poliméricas.

13. Un sustrato recubierto, que comprende el material compuesto descrito en la

reivindicacion 9, depositado sobre al menos una parte del sustrato.

14. Un sustrato recubierto, de acuerdo con la reivindicacion 13, en donde el sustrato es

de acero inoxidable.
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