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Abstract

Humid indoor environments facilitate the proliferation of microorganisms, posing significant
risks to public health. This study focuses on the efficacy of photocatalytic coatings with
Degussa P25 titanium dioxide (TiO2) nanoparticles in eliminating Escherichia coli and
Staphylococcus aureus under UV irradiation. The aim was not only to demonstrate the
effectiveness of these coatings but also to improve the evaluation methodology for future
photocatalytic materials. Two methodologies were applied: the glass adhesion method, based
on 1SO 27447:2009, and a photocatalytic powder test in liquid suspension, adapted from the
scientific literature. The results showed a significant reduction in the number of bacterial
colony-forming units (CFUs) with the photocatalytic coatings, in contrast to the controls where
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bacterial concentrations remained constant. Several relevant methodological improvements
were implemented, such as extending the range of UV intensities and times, enhancing coating
application methods, evaluating variable testing conditions, and optimizing inoculum and
photocatalytic suspension distribution. These methodological improvements are crucial for the
evaluation of new photocatalytic materials with potential applications in critical environments
such as hospitals and schools, thus promoting public health and safety by reducing the spread
of pathogens.

Keywords: TiO. photocatalysis, Antibacterial coatings, Pathogen elimination, Escherichia coli, Staphylococcus
aureus.

Resumen

Los ambientes interiores himedos facilitan la proliferacién de microorganismos, lo que plantea
riesgos importantes para la salud publica. Este estudio se centra en la eficacia de recubrimientos
fotocataliticos con nanoparticulas de dioxido de titanio (TiO2) Degussa p25 para eliminar
Escherichia coli y Staphylococcus aureus bajo irradiacion UV. El objetivo fue no solo
demostrar la efectividad de estos recubrimientos, sino también mejorar la metodologia de
evaluacion para futuros materiales fotocataliticos. Se aplicaron dos metodologias: el método de
adhesion en vidrio, basado en la norma 1ISO 27447:2009, y una prueba con polvo fotocatalitico
en suspension liquida, adaptada con base en la literatura cientifica. Los resultados mostraron
unareduccién significativa en el nimero de unidades formadoras de colonias (UFC) bacterianas
con los recubrimientos fotocataliticos, en contraste con los controles donde las concentraciones
bacterianas se mantuvieron constantes. Se implementaron varias mejoras metodoldgicas
relevantes como la ampliacion de la gama de intensidades y tiempos de exposicion UV,
métodos mejorados de aplicacion de recubrimientos, evaluacion de condiciones de prueba
variables y optimizacion de la distribucion del ind6culo y la suspension fotocatalitica. Estas
mejoras metodoldgicas son cruciales para la evaluacion de nuevos materiales fotocataliticos,
con aplicaciones potenciales en entornos criticos como hospitales y escuelas, promoviendo asi
la salud publicay la seguridad al reducir la propagacion de patégenos.

Palabras clave: Fotocatalisis TiO,, Recubrimientos antibacterianos, Eliminacion de patdgenos, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus.

1. Introduccion las infecciones asociadas a la atencion
Los ambientes interiores con altos niveles medica afectan a 1 de cada 10 pacientes
de humedad, como bafos, cocinas, hospitalizados, constituyendo una de las
hospitales y edificios con problemas de principales causas de morbilidad 'y
ventilacién  proporcionan  condiciones mortalidad a nivel global [2]. Estas
ideales para la proliferacion  de infecciones generan un gasto econdmico
microorganismos pat(jgenos [1]. Segun la significativo en los sistemas de salud debido
Organizacién Mundial de la Salud (OMS), a  hospitalizaciones  prolongadas vy
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tratamientos adicionales [3]. Asimismo, en
entornos educativos como escuelas, los
nifios, cuyos sistemas inmunoldgicos estan
en  desarrollo, son  especialmente
vulnerables a infecciones comunes, lo que
resalta la importancia de estrategias
efectivas y sostenibles para reducir la
transmision de enfermedades [4]. Entre los
microorganismos mas relevantes  se
encuentra Escherichia coli, una bacteria
gramnegativa que forma parte de la
microbiota intestinal normal. Algunas
cepas, como las productoras de toxinas

Shiga, pueden causar enfermedades
gastrointestinales severas Yy, en casos
graves, infecciones sistémicas como

septicemia y meningitis [5]. Por otro lado,
Staphylococcus aureus es una bacteria
grampositiva ampliamente conocida por su
capacidad para causar infecciones graves y
desarrollar  resistencia a  mdltiples
antibidticos [6]. En particular, las cepas
resistentes a meticilina (MRSA) se han
asociado con altos indices de mortalidad y
costos  significativos en  hospitales,
afectando especialmente a pacientes
inmunocomprometidos [7].

Los métodos convencionales de limpieza 'y
desinfeccion, aunque efectivos, presentan
limitaciones en superficies porosas o de
dificil acceso y dependen en gran medida
de agentes quimicos, lo que aumenta el
riesgo de resistencia microbiana vy
contaminacion ambiental [8]. En este
contexto, los recubrimientos fotocataliticos
basados en dioxido de titanio (TiOy)
emergen como una alternativa
prometedora [9].

El TiO. es un material quimicamente
estable, no téxico y seguro para los
humanos, ampliamente utilizado por sus
propiedades fotocataliticas. Su durabilidad
y capacidad para operar bajo irradiacion
UV lo convierten en una herramienta eficaz
para aplicaciones en entornos criticos
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como hospitales y escuelas, donde las
superficies deben mantenerse
desinfectadas de manera continua Yy
eficiente [10].

Bajo irradiacion UV, el TiO, absorbe
fotones con una energia igual o superior a
su banda prohibida (bandgap). Este
proceso genera electrones excitados en la
banda de conduccion y vacantes (huecos)
en la banda de valencia, que actian como
centros reactivos. En presencia de agua y
oxigeno, estos centros catalizan la
formacion de especies altamente reactivas,
como radicales hidroxilos (OH) y especies
reactivas de oxigeno (ROS). Estas
moléculas destruyen componentes
esenciales de los microorganismos, como
membranas celulares, lipidos, proteinas y
acidos nucleicos, llevandolos a su
inactivacion o muerte [11, 12]. Estudios
previos han demostrado que este
mecanismo es altamente eficaz contra una
amplia gama de microorganismos,
incluyendo bacterias, hongos y virus [13—
15]. Su capacidad antimicrobiana continua
y su bajo mantenimiento lo hacen ideal
para aplicaciones en sistemas de
ventilacion, superficies de contacto y
revestimientos arquitectonicos en entornos
de alta sensibilidad [16]. En este contexto,
el presente estudio tiene como objetivo
evaluar la eficacia de los recubrimientos
fotocataliticos con nanoparticulas de TiO2
Degussa P25 para eliminar E. coli y S.
aureus bajo irradiacion UV, demostrando
su potencial como herramienta de
desinfeccion en entornos criticos, Yy
optimizar la metodologia existente para la
evaluacion de la actividad fotocatalitica.
Lo anterior busca facilitar futuros estudios
comparativos sobre materiales
fotocataliticos, mejorando la consistencia y
aplicabilidad de los resultados obtenidos.
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2. Metodologia

Para evaluar la actividad antibacteriana de
los recubrimientos fotocataliticos de TiOa,
se emplearon dos métodos principales: el
método de adhesion en vidrio y las pruebas
con polvo fotocatalitico en suspension
liquida. El primero se disefio siguiendo los
lineamientos establecidos en la norma 1SO
27447:2009 [17], mientras que el segundo
se adapté con base en las condiciones
descritas en un articulo de referencia
publicado en una revista indexada [18].
Ambos métodos incluyeron adaptaciones
especificas para optimizar la precision y
reproducibilidad de los resultados en este
estudio. A continuacion, se detallan las
adaptaciones y procedimientos empleados
en cada método.

2.1 Materiales vy
utilizados

El diéxido de titanio (TiO2) utilizado en
este estudio corresponde al producto
comercial AEROXIDE® TiO, P25 (Evonik
Industries, Alemania), reconocido por su
eficiencia fotocatalitica y uso frecuente
como material de referencia en estudios
cientificos. Este producto presenta una
composicion bifasica (anatasa ~75 %, rutilo
~259%), un tamano de particula primaria
entre 10 y 50 nm (principalmente entre 15
y 25 nm), y un &rea superficial especifica de
35 a 65 m?/g, de acuerdo con la ficha
técnica del fabricante. No se realizd
caracterizacion estructural adicional, dado
que el propdsito del estudio fue evaluar la
eficacia funcional de un producto comercial
estandarizado bajo condiciones
controladas. Esta decision metodoldgica
garantiza la comparabilidad con estudios

microorganismos
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previos y permite enfocar el andlisis en la
validacién experimental de metodologias
de evaluacion fotocatalitica.

Para los ensayos microbioldgicos se

utilizaron dos cepas bacterianas de
referencia: Escherichia coli (ATCC®
25922™) vy  Staphylococcus aureus

(ATCC® 29213™)  seleccionadas por su
relevancia clinica y su uso comun en
estudios de sensibilidad antimicrobiana.
Las cepas se cultivaron en medios soya
tripticasa, tanto en forma liquida (TSB)
como sélida (TSA), bajo condiciones
estandarizadas.

Todos los reactivos utilizados fueron de
grado analitico o  microbiolégico,
adquiridos de proveedores certificados
como Sigma-Aldrich y BD Difco. Las
soluciones salinas isotonicas se prepararon
con NaCl al 0.85% p/v en agua destilada
estéril y fueron esterilizadas mediante
autoclave a 121 °C durante 15 minutos.

Todas las etapas experimentales se
realizaron en condiciones asépticas
controladas, garantizando la integridad

microbioldgica y la reproducibilidad de los
resultados.

2.2 Método de adhesion en vidrio

En este estudio se empled el método de
adhesion en vidrio para analizar la actividad
antibacteriana de recubrimientos
fotocataliticos de TiO. El procedimiento
incluyé una fuente de radiacion UV de 365
nm colocada a 60 cm de distancia sobre la
muestra, proporcionando una intensidad de
0.15 pW/cm? como se muestra en la figura
1.
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Fuente de radiacion ultravioleta (365 nm)
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Figura 1. Método de adhesion en vidrio.

Los recubrimientos de TiO> se aplicaron en
maultiples capas sobre un material de soporte,
y se utiliz6 una lamina de vidrio con un
espesor de < 1.1 mm como cubierta. Esta
cubierta, previamente esterilizada, actuo
como barrera inerte, sin absorcién de agua, y
presentd una alta tasa de transparencia
(>85%) en el rango de 340-380 nm,
asegurando una exposicion uniforme bajo
irradiacion UV. En esta prueba se trabajo con
las cepas descritas previamente (E. coli y S.

aureus), empleando una  suspension
bacteriana estandarizada preparada en
solucion salina al 0.85%, con una

concentracion inicial de 10° células/mL. Esta
preparacion sin medio nutritivo evitd la
proliferacion bacteriana durante la prueba y
permitié una comparacién mas precisa con el
control. El procedimiento experimental se
llevé a cabo utilizando muestras con
dimensiones de 50 mm x 50 mm y un espesor
de 10 mm, las cuales fueron previamente
esterilizadas. La inoculacion se realizd
aplicando 3 mL de suspension bacteriana
estandarizada, con una concentracion inicial
de 10° células/mL. Posteriormente, se
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recuperd el volumen total de la muestra
tratada y se realizaron diluciones seriadas en
solucion salina para garantizar un recuento
bacteriano preciso mediante el método de
recuento en placa. Para asegurar la
reproducibilidad de los resultados, el conteo
de colonias se mantuvo en un rango de 30-
300 UFC/mL. El tiempo de exposicion se
evalu6 a intervalos de 2 y 4 horas,
seleccionados con base en pruebas
preliminares que demostraron su capacidad
para maximizar la eficacia antibacteriana y
permitir una observacion clara de la
evolucion de la actividad fotocatalitica bajo
condiciones controladas. Este enfoque
aseguré resultados confiables sobre la
efectividad de los recubrimientos en la
eliminacion de bacterias. Las condiciones
experimentales mencionadas anteriormente
se disefiaron en base a las directrices de la
norma ISO 27447:2009 [17], adaptandolas
para optimizar la eficacia del recubrimiento.
En la Tabla 1, se describen las principales
adaptaciones realizadas en el estudio actual
en comparacion con la norma.
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Tabla 1. Comparacion de condiciones experimentales entre la norma ISO 27447:2009 y el estudio actual para evaluar

recubrimientos fotocataliticos.

Aspecto Evaluado Norma ISO 27447

Estudio Actual

Intensidad de Luz UV

Tiempo de Exposicion

Condiciones Ambientales

Aplicacion del Recubrimiento

Inoculacion mediante pipeteo uniforme, con
dilucion en medio nutritivo (caldo de digestion
de caseina y soja) para asegurar el crecimiento

Distribucion del Inoculo

durante la prueba

Rango permitido: 1-250 pW/cm?

4-8 horas dependiendo del material

No especificadas en detalle; flexibilidad para
ajustar temperatura y humedad relativa

No especificado en detalle; flexibilidad en
técnicas de aplicacion

Intensidad de luz UV utilizada: 0.15 pW/cm?, seleccionado
como el mas eficaz para eliminar E. coli y S. aureus

Rango evaluado: 2-4 horas; seleccion de la duracion optima
para maximizar la eficacia antibacterial

Humedad relativa: 50-80%; Temperatura: 25 °C seleccionada
para maximizar la eficacia y la estabilidad de resultados

Aplicacion mediante técnica por capas (enlucido en capas),
asegurando la uniformidad del recubrimiento con una primera
capa de adhesion, seguida por capas de nivelacion y alisado
para garantizar un acabado liso y uniforme

Distribucion mejorada utilizando 2 mL de suspension
bacteriana estandarizada aplicada mediante pipeteo controlado,
usando solucion salina en lugar de medio nutritivo

2.1 Pruebas con polvo fotocatalitico
en suspension liquida

En este estudio, se utiliz6 el método de
pruebas con polvo fotocatalitico en
suspension liquida para evaluar la actividad
antibacteriana del TiO2. Al igual que en el
experimento anterior, se emple6 una fuente
de radiacion ultravioleta de 365 nm,
posicionada a 55 cm sobre la muestra, con
una intensidad de 0.15 pW/cm?, como se
muestra en la figura 2.

El polvo fotocatalitico se disolvid en una
solucion salina fisioldgica estéril y se afiadid
a vasos de precipitado estériles que contenian
la suspensién bacteriana. Durante el ensayo,
las muestras se mantuvieron en agitacion
constante mediante un agitador magnético
para asegurar una distribucion homogénea
tanto del TiO2 como de las bacterias. Los
vasos de precipitado se colocaron bajo la
fuente de luz UV, cubiertos con una pelicula
adherente inerte, no absorbente de agua, con
propiedades de sellado Optimas y una
transparencia superior al 85% en el rango de
340 a 380 nm, garantizando asi la exposicion
adecuada al TiO. y evitando alteraciones
externas.
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Al igual que en el método anterior, se
emplearon las cepas previamente descritas
(E. coli y S. aureus), utilizando una
suspension bacteriana en solucién salina al
0.85% p/v (NaCl) con una concentracion
inicial de 10° células/mL. La prueba consistio
en una mezcla de 27 mL de solucion salina
con 3 mL de suspensién bacteriana. Como
control, se utilizd la misma mezcla sin la
adicion de TiO,  estableciendo la
concentracion del polvo fotocatalitico en 1
g/L. Para el analisis, se tomaron muestras de
1 mL tras 2 y 4 horas de exposicion. Estas
muestras se sometieron a diluciones seriadas
en solucion salina y, posteriormente, se
realizo el conteo de unidades formadoras de
colonias (UFC/mL) mediante el método de
recuento en placa. El rango de conteo se
mantuvo entre 30 y 300 UFC/mL,
garantizando la reproducibilidad y precision
de los resultados. Este enfoque metodolégico
permitio evaluar de manera confiable la
eficacia antibacteriana del polvo
fotocatalitico bajo condiciones controladas,
proporcionando datos relevantes sobre su
desemperio frente a las bacterias. En la Tabla
2, se describen las principales adaptaciones
realizadas en el estudio actual en
comparacion con un articulo de referencia
[18].
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Figura 2. Método de pruebas con polvo fotocatalitico en suspension liquida.

2.2 Tipos de muestras para evaluar la
actividad antibacteriana

Para este estudio, se emplearon diferentes
tipos de muestras con el objetivo de evaluar
la actividad antibacteriana del TiO2 bajo
diversas condiciones experimentales. Estas
muestras se utilizaron tanto en el método de
adhesion en vidrio como en el método de
pruebas con polvo fotocatalitico en
suspension liquida y se clasificaron de la
siguiente manera:

e Control de bacterias: Muestra que
contenia Unicamente la suspensién
bacteriana, sin tratamiento con TiO:
ni exposicion a irradiacion UV. Esta
condicion sirvié como referencia para
el crecimiento  bacteriano en
condiciones normales.

e Bacterias + TiO2: Muestra que
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contenia la suspension bacteriana en
presencia de TiO-, pero sin exposicion
a irradiacion UV. Esta condicion
permitié evaluar el efecto del TiOz en
ausencia de radiacion.

Bacterias + UV: Muestra de bacterias
expuesta Unicamente a irradiacion UV,
sin la presencia de TiO,. Esta
condicion evalu6 el efecto de la
radiacion UV sobre las bacterias en
ausencia de un fotocatalizador.
Bacterias + UV + TiO2: Muestra de
bacterias tratada con TiO2 y expuesta
simultaneamente a irradiacion UV.
Esta  condicion  representé el
tratamiento completo, combinando la
accion del TiO2 como fotocatalizador
y la irradiacion UV.
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Tabla 2. Comparacion de condiciones experimentales entre un articulo de referencia y el estudio actual para
evaluacion de polvos fotocataliticos en suspension liquida.

Aspecto Evaluado

Referencia

Estudio Actual

Intensidad de Luz UV
Tiempo de Exposicion

Condiciones Ambientales

Preparacion del Polvo Fotocatalitico

Suspension Bacteriana e Inoculo

250 pW/em?
6 horas
Humedad: 90%, Temp: 25-30 °C
Caldo nutritivo (1/500 NB), con agitacion
inicial
Caldo nutritivo, favorece la replicacion
bacteriana

0.15 pW/cm?
2-4 horas
Humedad: 50-80%, Temperatura: 25 °C

Solucién salina, con agitacion continua

Solucién salina, manteniendo la
concentracion bacteriana constante

3. Resultados

En esta seccion se presentan los resultados de
tres experimentos independientes, realizados
por triplicado, para evaluar la reduccion de
bacterias viables de E. coli y S. aureus
utilizando el método de adhesion en vidrio y el
método de pruebas con polvo fotocatalitico en
suspension liquida. Aungue se realizaron
mediciones a 2 horas de tratamiento, no se
observaron diferencias significativas en el
crecimiento bacteriano bajo ninguna de las
condiciones evaluadas, por lo que estos
resultados no se presentan. Los resultados
corresponden Unicamente a las mediciones
realizadas a las 4 horas de tratamiento, donde
se observaron cambios significativos en la
reduccion de bacterias viables. Se realizo un
ANOVA para evaluar diferencias
significativas entre las condiciones
experimentales. Posteriormente, se aplicé un
analisis post hoc mediante la prueba de Tukey
para determinar las comparaciones especificas
entre las condiciones. Este enfoque permitio
evaluar la eficacia del TiO2 y su interaccion
con la irradiacion UV en la reduccion de
bacterias viables.

3.1 Método de adhesion en vidrio

En este estudio, se evaluaron cuatro
condiciones experimentales para analizar la
actividad antibacteriana de recubrimientos de
TiO2> mediante el método de adhesion en
vidrio. Los resultados obtenidos se presentan
en la figura 3, donde el grafico A muestra los
resultados para E. coli y el grafico B para S.
aureus. Las muestras sin tratamiento (control
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de  bacterias) mostraron recuentos
bacterianos constantes, con
aproximadamente 350 UFC/mL para E. coli
y valores similares para S. aureus. Estos
resultados evidencian la consistencia vy
reproducibilidad de los experimentos,

proporcionando un punto de referencia
confiable para evaluar las demas
condiciones. En las muestras tratadas
unicamente con TiOz sin exposicion a luz
UV, no se observd una reduccion
significativa en los recuentos de células
viables para ninguno de los
microorganismos. Los valores se

mantuvieron similares a los del control,
indicando que el TiO2, en ausencia de
irradiacion, no genera efectos bactericidas
bajo estas condiciones.

Por otro lado, la exposicién a radiacion UV sin
la presencia de TiO: resultdo en una ligera
disminucion de los recuentos bacterianos en
ambos microorganismos. Sin embargo, esta
reduccion no es significativa, lo que sugiere
que, aunque la radiacion UV puede tener un
efecto limitado, no es suficiente por si sola para
garantizar una desinfeccion efectiva en las
condiciones evaluadas. Finalmente, la
combinacion de TiO2 y radiacion UV demostro
un efecto fotocatalitico efectivo, logrando una
reduccion significativa en los recuentos de
células viables de E. coli y S. aureus. Después
de 4 horas de tratamiento, se observo una
eliminacion casi completa de las bacterias, lo
que destaca la eficacia de los recubrimientos
fotocataliticos  bajo  estas  condiciones
experimentales.
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Figura 3. Recuento de células viables de E. coli (A) y S. aureus (B) después de 4 h de tratamiento utilizando el método
de adhesién en vidrio. Las barras representan los datos promedio de tres experimentos independientes realizados por
triplicado (E1, E2, E3). *Indica que la combinacion de radiacién UV y TiO; produjo una diferencia estadisticamente

significativa en la reduccion de las bacterias viables en comparacion con las demas condiciones evaluadas.
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3.2 Pruebas con polvo fotocatalitico

en suspension liquida
En este estudio, se evaluaron cuatro
condiciones experimentales para analizar la
actividad antibacteriana  de polvos
fotocataliticos de TiO2 en suspension liquida.
Los resultados obtenidos se presentan en la
figura 4, donde el grafico A muestra los
resultados para E. coli y el gréafico B para S.
aureus.

Las muestras sin tratamiento (control de
bacterias) presentaron recuentos bacterianos
normales y consistentes entre los tres
experimentos, con valores de
aproximadamente 50-60 UFC/mL para E. coli
y niveles equivalentes para S. aureus. Estos
resultados proporcionaron un punto de
referencia confiable para evaluar el impacto de
las demés condiciones experimentales.

En las muestras tratadas unicamente con TiO:
sin exposicion a luz UV, no se observd una
reduccion significativa en los recuentos de
celulas viables para ninguno de los
microorganismos. Los valores obtenidos
fueron similares a los del control, indicando
que el TiOz, en ausencia de irradiacion, no
induce efectos bactericidas. La exposicion a
radiacion UV sin la presencia de TiO2 provoco
una ligera disminucién en los recuentos
bacterianos tanto para E. coli como para S.
aureus. Sin embargo, esta reduccion no fue
significativa, lo que indica que la radiacion
UV por si sola tiene un efecto limitado y no
suficiente para garantizar una desinfeccién
efectiva bajo las condiciones evaluadas.

Finalmente, la combinacion de luz UV y TiO>
mostr6 un efecto fotocatalitico efectivo,
logrando una reduccion significativa en los
recuentos de células viables para ambos
microorganismos. En esta condicion, se
observo una eliminacion casi completa de las
bacterias después de 4 horas de tratamiento,
evidenciando un efecto consistente 'y
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reproducible en los tres experimentos
independientes para E. coli y S. aureus. Estos
resultados destacan la capacidad de los polvos
fotocataliticos de TiO2 para actuar como
agentes  antimicrobianos efectivos  bajo
irradiacion UV, confirmando su potencial
aplicacion en la eliminacion de patdgenos en
diversas superficies.

4. Discusiones

Los resultados obtenidos en este estudio
demuestran la eficacia del TiO> como agente
fotocatalitico para la inactivacion de bacterias
bajo irradiaciéon UV, evaluado mediante dos
enfoques experimentales: el método de
adhesion en vidrio y las pruebas con polvo
fotocatalitico en suspension liquida. Ambos
métodos revelaron una reduccion significativa
en el recuento de bacterias viables de E. coli y
S. aureus, con una eliminacion casi completa
tras 4 horas de tratamiento. Este efecto
fotocatalitico valida no solo la eficacia del
TiO2, sino también la relevancia de las
metodologias implementadas como
herramientas confiables para la evaluacion de
materiales  antimicrobianos en  entornos
criticos. El método de adhesion en vidrio,
disefiado para evaluar recubrimientos sélidos,
demostrd su eficacia al proporcionar un
contacto uniforme entre las bacterias, el
material y la radiacién UV. Este enfoque es
particularmente relevante para aplicaciones en
superficies solidas, como aquellas presentes en
hospitales y laboratorios, donde se requiere una
desinfeccion constante y confiable [19]. La
aplicacion de recubrimientos en capas
uniformes no solo optimizé la interaccion
fotocatalitica, sino que también permitié una
evaluacion reproducible de la actividad
antimicrobiana en configuraciones sélidas.
Estos resultados son consistentes con estudios
previos que han mostrado que recubrimientos
de TiO, aplicados en superficies solidas
eliminan bacterias patdgenas de manera
eficiente bajo irradiacion UV [20].
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Por otro lado, las pruebas con polvo un enfoque versatil, adecuado para evaluar
fotocatalitico en suspension liquida ofrecieron  materiales en suspension.
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Figura 4. Recuento de células viables de E. coli (A) y S. aureus (B) después de 4 h de tratamiento utilizando el método de
prueba polvo fotocatalitico en suspensidn liquida. Las barras representan los datos promedio de tres experimentos
independientes realizados por triplicado (E1, E2, E3). *Indica que la combinacion de radiacién UV y TiO, produjo una
diferencia estadisticamente significativa en la reduccién de las bacterias viables en comparacion con las demas condiciones
evaluadas.

Este método destacd por su capacidad para  mantener una distribuciéon homogénea del TiO:
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y las bacterias mediante agitacion constante,
asegurando la interaccion uniforme entre
ambas. Ademas de validar la eficacia del TiOz,
esta metodologia establece un marco solido
para la evaluacion de materiales emergentes,
como  nanocompuestos  funcionalizados,
recubrimientos hibridos y materiales dopados.
La adaptabilidad de este enfoque amplia su
aplicabilidad hacia sistemas acuosos y liquidos,
como el tratamiento de agua y la desinfeccion
de aire, y contribuye al disefio de soluciones
antimicrobianas innovadoras [21].

Un aspecto fundamental de este estudio fue la
seleccion de una intensidad controlada de luz
UV (0.15 pw/cm?), significativamente menor
al rango permitido por la norma 1SO
27447:2009 [17] (1-250 pW/cm?). Esta
intensidad minimiz6 la accién bactericida
directa de la radiacion UV, lo que permitio
demostrar que la reduccién bacteriana
observada era atribuible exclusivamente al
efecto fotocatalitico del TiO.. Este enfoque no
solo resalta la contribucion especifica del
material, sino que también mejora la precision
al interpretar los resultados en comparacion
con estudios que emplean intensidades UV més
altas.

El uso de solucién salina en lugar de medio de
cultivo representé otra mejora metodoldgica
significativa. Mientras que el caldo nutritivo
favorece la replicacion bacteriana durante los
ensayos, la solucion salina permitié mantener
una concentracion bacteriana  constante,
eliminando posibles interferencias en los
resultados [22, 23]. Esto asegurd que las
diferencias observadas en los recuentos
bacterianos fueran atribuibles Unicamente al
efecto del material fotocatalitico, mejorando
asi la reproducibilidad y validez de los datos
obtenidos.

El control de las condiciones ambientales,
como una humedad relativa del 50-80% y una
temperatura constante de 25 °C, también jugo
un papel crucial en la optimizacién de la
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actividad fotocatalitica del TiO2. Estas
condiciones reproducen entornos reales en los
que se podrian implementar estas tecnologias,
como hospitales y laboratorios, y garantizan
que los resultados sean relevantes para
aplicaciones practicas [24].

Ademas de estas condiciones, es importante
considerar las diferencias inherentes entre los

dos enfoques metodoldgicos empleados.
Aunque  ambos  meétodos  emplearon
concentraciones bacterianas iniciales

equivalentes y se aplicaron bajo condiciones
controladas, sus configuraciones
experimentales difieren sustancialmente. El
método de adhesion en vidrio fue disefiado para
evaluar superficies planas en contacto directo
con la suspensién bacteriana, mientras que el
método con polvo fotocatalitico se desarrolld
en un sistema en suspension liquida con
agitacion constante, lo que modifica la
dindmica de interaccion entre el material y los
microorganismos. Ademads, las superficies
activas disponibles, los volimenes de reaccion
y la distribucion del TiO2 en el medio son
diferentes, lo que influye directamente en la
exposicion efectiva de las bacterias al material.
Estas diferencias también se reflejan en el
proceso de cuantificacion microbioldgica; se
aplicaron diluciones seriadas adaptadas a cada
configuracién experimental para asegurar que
el recuento de colonias se mantuviera dentro
del rango aceptable de 30 a 300 UFC/mL, lo
cual afecta la escala de lectura final. Como
resultado, las diferencias observadas en los
recuentos no reflejan una mayor o menor
eficacia del tratamiento, sino que corresponden
a la dindmica particular de interaccién
bacterias-material en cada sistema, influida por
el entorno experimental y el modo en que se
integra el material fotocatalitico. Es importante
enfatizar que el objetivo de este estudio no fue
establecer una comparacién cuantitativa entre
metodologias, sino validar la eficacia del TiO:
utilizando dos enfoques complementarios, cada
uno disefiado para adaptarse a la forma fisica
del material evaluado y al modo de aplicacion.
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Mientras que el método de adhesion en vidrio
es apropiado para analizar recubrimientos
solidos aplicados sobre superficies planas o
materiales compactos, las pruebas con polvo
fotocatalitico permiten evaluar formulaciones
en forma dispersa o0 en suspension, como
polvos sueltos o nanocompuestos en medios
liquidos.

En conjunto, estos resultados experimentales
no solo validan ambos enfoques, sino que
también coinciden con hallazgos previos que
explican los mecanismos subyacentes de la
accion fotocatalitica del TiO.. Los resultados
de este estudio son consistentes con
investigaciones previas que han documentado
la capacidad del TiO> para generar especies
reactivas de oxigeno (ROS), como radicales
hidroxilo y superoxido, bajo irradiacion UV.
Estas ROS atacan componentes esenciales de
las Dbacterias, incluyendo sus membranas
celulares, proteinas y acidos nucleicos, lo que
lleva a su inactivacion [25-27]. La fase anatasa
del TiO., es ampliamente reconocida como la
mas activa fotocataliticamente, lo que explica
la alta eficiencia  observada  [28].
Investigaciones previas en sistemas acuosos
han reportado que configuraciones UV/TiO>
son altamente eficaces para la eliminacion de
patdgenos en efluentes tratados, lo que refuerza
la versatilidad del TiO, para aplicaciones en
superficies y sistemas liquidos [29-31].
Finalmente, las adaptaciones metodoldgicas
realizadas en este estudio representan un
avance significativo respecto a la norma ISO
27447:2009 [17], y el articulo de referencia
[18]. Mientras que la norma y los trabajos
previos ofrecen un rango amplio de parametros
experimentales, este estudio implemento
condiciones especificas que optimizan la
reproducibilidad y relevancia de los resultados.
La evaluacion meticulosa mediante estas
metodologias no solo valida el efecto
fotocatalitico del TiO,, sino que también
establece un marco confiable para la
investigacion de materiales emergentes con
aplicaciones antimicrobianas. Este enfoque
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contribuye directamente al desarrollo de
tecnologias avanzadas para la desinfeccion y
control de microorganismos, marcando un
avance importante en la prevencion de
infecciones y la proteccion de la salud publica.

5. Conclusiones

Este estudio demuestra la eficacia del TiO:
como agente fotocatalitico para la inactivacion
de bacterias bajo irradiacion UV, validado a
través de metodologias optimizadas que
integran avances significativos en el disefio
experimental. La aplicacion uniforme mediante
enlucido en capas fue fundamental para
garantizar un contacto adecuado entre el
material fotocatalitico y las bacterias, mientras
que el uso de solucion salina contribuy6 a
mantener la estabilidad de la concentracion
bacteriana, evitando su replicacién durante las
pruebas. Ademés, la agitacion continua
permiti6 una distribuciébn homogénea del
material ~ fotocatalitico, asegurando una
evaluacion mas precisa y reproducible. El
ajuste de la intensidad de luz UV a niveles
bajos, en contraste con los rangos mas altos
permitidos por normas como la ISO
27447:2009, excluyé la accidén bactericida
directa de la radiacion UV y permitid atribuir
la reduccion bacteriana exclusivamente al
efecto fotocatalitico del TiO2. Este enfoque
refleja escenarios mas realistas para su
implementacién en entornos criticos, como

hospitales, laboratorios y sistemas de
saneamiento, donde las condiciones de
irradiacion  pueden ser limitadas. Los

resultados obtenidos con el método de adhesion
en vidrio y las pruebas con polvo fotocatalitico
en suspension liquida no solo evidencian la
efectividad del TiO2, sino que también
proporcionan una base metodoldgica robusta
para la evaluacion de nuevos materiales
fotocataliticos, incluyendo nanocompuestos y
recubrimientos hibridos. La versatilidad del
método con polvo fotocatalitico amplia las
posibilidades de analizar materiales disefiados
para aplicaciones antimicrobianas en sistemas
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liquidos y superficies complejas, lo que lo
posiciona como una herramienta clave para
futuras investigaciones. Un aporte relevante de
este estudio es que plantea la eleccion de la
metodologia en funcion de la forma del
material y del tipo de aplicacién prevista;
mientras que el método de adhesion en vidrio
resulta adecuado para recubrimientos solidos
aplicados sobre superficies, debido a que
permite mantener un contacto controlado y
reproducible con el indculo bacteriano, las
pruebas en suspension liquida permiten evaluar
formulaciones dispersas o polvos activos, ya
que aseguran una distribucién homogeénea del
material en el medio y una interaccion efectiva
con las bacterias. Esta adaptabilidad
metodologica resulta esencial para facilitar la

evaluacion  comparativa de  materiales
emergentes con potencial antimicrobiano,
respondiendo a la  diversidad de

configuraciones presentes en los desarrollos
actuales en fotocatalisis.

Por dltimo, las mejoras implementadas en este
estudio, como la precision en la inoculacion, el
control de condiciones ambientales y la
adaptacion de parametros experimentales
especificos, contribuyen al avance hacia la
estandarizacion de metodologias para evaluar
la actividad fotocatalitica. Estas innovaciones
no solo facilitan la reproducibilidad de los
resultados, sino que también refuerzan la
comparabilidad con  estudios  previos,
permitiendo identificar materiales con un
mayor potencial para aplicaciones en la
desinfeccion y prevencion de infecciones en
entornos criticos. La validacion y expansion de
estas metodologias representan un paso
esencial hacia la implementacion préactica de
tecnologias  fotocataliticas en escenarios
diversos y realistas.

6. Perspectivas
El trabajo futuro se centrara en continuar con la
estandarizacion de los parametros de
evaluacion, un paso fundamental para
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garantizar la  reproducibilidad y la
comparabilidad en el analisis de materiales
fotocataliticos. =~ Ampliar el rango de
microorganismos  evaluados, incluyendo
hongos y virus, permitird explorar la
efectividad del TiO. frente a una mayor
diversidad de patdgenos, lo que incrementara
su aplicabilidad en escenarios criticos.
Ademas, serda crucial investigar como
variaciones en la temperatura y la humedad
relativa afectan la actividad fotocatalitica,
replicando condiciones reales y ofreciendo un
marco mas completo para su implementacién
practica.

La estabilidad a largo plazo de los
recubrimientos fotocataliticos también debera
ser objeto de estudio, evaluando su durabilidad
estructural y funcional bajo condiciones
prolongadas de uso. Paralelamente, el
desarrollo de nuevas composiciones, como
combinaciones de TiO2 con nanocompuestos o
materiales dopados, podria abrir posibilidades
innovadoras para optimizar su desempefio
antimicrobiano y ampliar sus aplicaciones en
diferentes contextos.

Asimismo, sera imprescindible realizar
evaluaciones de toxicidad y biocompatibilidad
en diversas superficies y entornos, asegurando
que el material no solo sea efectivo sino
también seguro para su uso en entornos
sensibles. Por ultimo, la validacion en
escenarios reales como hospitales, escuelas y
sistemas de saneamiento sera esencial para
confirmar la efectividad del TiO2 en
condiciones practicas, contribuyendo al disefio
de soluciones sostenibles y efectivas para la
reduccion de patdégenos y la mejora de la salud
publica.
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