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Resumen

Contexto: La resistencia antimicrobiana representa un desafio creciente para la
salud publica y la seguridad alimentaria, lo que ha impulsado la busqueda de
compuestos naturales con actividad inhibitoria frente a bacterias patdgenas.
Objetivo: Evaluar la actividad antimicrobiana in vitro de polifenoles extraidos de
hojas de Mangifera indica var. Tommy Atkins frente a Escherichia coli ATCC
25922. Materiales y métodos: Los extractos se obtuvieron mediante maceracion
con etanol al 96 % asistida por ultrasonido. Se evaluaron cuatro concentraciones
(1,5; 3,0; 4,5y 6,0 mg/mL) y un control negativo mediante difusién en agar, con
discos de papel filtro sobre agar Mueller-Hinton inoculado con la cepa. La
normalidad se evaludé mediante Shapiro-Wilk; como dos grupos no cumplieron
este supuesto, los cinco grupos se compararon mediante Kruskal-Wallis (a =
0,05). Resultados: EI mayor promedio del diametro registrado correspondié a
6,0 mg/mL (7,25 mm); los promedios de las otras concentraciones estuvieron
entre 6,50 y 6,75 mm. No se hallaron diferencias estadisticamente significativas
entre los cinco grupos (p = 0,721). Conclusiones: Bajo las condiciones
evaluadas, no se demostré un efecto estadisticamente significativo atribuible al
extracto sobre Escherichia coli ATCC 25922.

Abstract

Context: Antimicrobial resistance represents a growing challenge for public
health and food safety, driving the search for natural compounds with inhibitory
activity against pathogenic bacteria. Objective: To evaluate the in vitro
antimicrobial activity of polyphenols extracted from Mangifera indica var. Tommy
Atkins leaves against Escherichia coli ATCC 25922. Materials and methods:
Extracts were obtained by 96% ethanol maceration assisted by ultrasound. Four
concentrations (1.5, 3.0, 4.5, and 6.0 mg/mL) and a negative control were
evaluated by agar diffusion using paper discs on Mueller-Hinton agar inoculated
with the strain. Normality was assessed with the Shapiro-Wilk test; because two
groups did not meet this assumption, the five groups were compared using the
Kruskal-Wallis test (a = 0.05). Results: The highest mean recorded diameter was
observed at 6.0 mg/mL (7.25 mm); the means for the other concentrations ranged
from 6.50 to 6.75 mm. No statistically significant differences were found among
the five groups (p = 0.721). Conclusions: Under the conditions evaluated, no
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statistically significant effect attributable to the extract on Escherichia coli ATCC
25922 was demonstrated.

Introduccion

El incremento de la resistencia antimicrobiana representa un desafio para la salud publica y la seguridad
alimentaria, debido a que reduce las posibilidades de controlar infecciones y exige revisar las estrategias de
prevencion y tratamiento. Esta problematica también afecta la valoracion de alternativas capaces de
complementar los agentes convencionales. La revision de Romandini et al. sobre infecciones pediatricas ilustra
la dimensi6n sanitaria de la resistencia y la necesidad de estudiar nuevas opciones antimicrobianas . Sin
embargo, reconocer esa necesidad no implica que cualquier producto natural sea eficaz: su utilidad debe
demostrarse mediante evaluaciones especificas, condiciones reproducibles y una interpretacion proporcional
a la evidencia obtenida.

En el ambito agroindustrial, el control microbiano resulta relevante para proteger la calidad de los alimentos y
reducir riesgos durante su procesamiento y conservacion. Los agentes antimicrobianos naturales constituyen
una linea de investigacion orientada a explorar alternativas de bioconservacidn, con atencién a sus
propiedades y posibilidades de aplicaciéon @. Su incorporacion exige considerar tanto la respuesta del
microorganismo como las caracteristicas del producto alimentario. Por ello, antes de proponer un extracto
vegetal como conservante, es necesario establecer si presenta actividad bajo condiciones definidas. La
evaluacion inicial en laboratorio aporta informacion para seleccionar formulaciones y reconocer limitaciones
que deben resolverse antes de avanzar hacia aplicaciones practicas.

En este contexto, los compuestos bioactivos de origen vegetal han despertado interés como fuentes de
sustancias con posibles funciones antimicrobianas. Las investigaciones sobre Mangifera indica, los alimentos
funcionales y los mecanismos de accion de compuestos vegetales muestran un campo amplio de exploracion,
en el que convergen la caracterizacion quimica y la evaluacién bioldgica @-5. No obstante, los beneficios
nutricionales, antioxidantes y antimicrobianos representan propiedades diferentes y requieren procedimientos
de comprobacion particulares. Esta distincidn evita trasladar automaticamente resultados favorables de un
ambito a otro y permite formular preguntas experimentales centradas en el microorganismo, el material vegetal
y la preparacion que se pretende estudiar.

Bae et al. ® describen que los polifenoles son metabolitos secundarios ampliamente distribuidos en las plantas
y que pueden actuar frente a patdgenos bacterianos mediante mecanismos como la inhibicion de biopeliculas,
la inactivacion enzimatica y la alteracion de estructuras celulares. Estas posibilidades justifican investigar
extractos ricos en compuestos fendlicos, pero no permiten anticipar una respuesta uniforme. Su actividad
depende de la composicion cualitativa, la estabilidad y las interacciones con el microorganismo y el medio de
evaluacién . En consecuencia, el contenido fendlico total debe interpretarse como una caracteristica del
extracto, cuya relacidn con la inhibicion bacteriana necesita comprobacion directa. También resulta necesario
distinguir entre una mezcla vegetal y un compuesto purificado, porque sus componentes pueden presentar
comportamientos diferentes durante el ensayo.

Las hojas de mango constituyen un material de interés para obtener compuestos fendlicos con actividad
bioldgica. Los estudios sobre hojas y subproductos de Mangifera indica han examinado su potencial
antioxidante y antimicrobiano, junto con procedimientos de extraccion y estrategias de aprovechamiento @),
Esta evidencia ofrece antecedentes para explorar materiales vegetales disponibles en contextos agricolas,
aunque sus resultados no deben considerarse intercambiables entre variedades, 6rganos o preparaciones. En
particular, trabajar con hojas de la variedad Tommy Atkins requiere documentar las condiciones de recoleccion
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y procesamiento. Una caracterizacion adecuada permite delimitar el material evaluado y favorece que otros
estudios puedan reproducir la preparacién o comparar sus resultados bajo condiciones semejantes.

También se han investigado propiedades de extractos de hojas de mango, incluida su actividad antifingica y
su proteccion mediante microencapsulacion (9. Gonzalez Moya (" evalud un extracto de semilla de mango
aplicado por impregnacion al vacio en rodajas de jicama, considerando capacidad antioxidante y
bioaccesibilidad de polifenoles. Ambos antecedentes muestran posibilidades de aprovechamiento, pero
corresponden a matrices, organismos y resultados distintos de una prueba antibacteriana con hojas. Por tanto,
aportan contexto para la investigacién del mango sin demostrar, por si mismos, inhibicién de Escherichia coli.
Diferenciar estos alcances ayuda a establecer una justificacion pertinente y evita atribuir al extracto
propiedades que todavia deben evaluarse.

Los resultados de actividad antibacteriana de extractos vegetales presentan variabilidad relacionada con el
método de extraccidn, el solvente y las condiciones de evaluacidn (213, Estas diferencias pueden modificar la
composicion de la mezcla recuperada y dificultar comparaciones entre investigaciones que utilizan
preparaciones 0 concentraciones distintas. La revision de antimicrobianos vegetales refuerza la necesidad de
examinar su potencial mediante evidencia especifica (. En este marco, evaluar varias concentraciones permite
explorar diferencias de respuesta, sin asumir que incrementar la cantidad de extracto necesariamente genera
mayor inhibicion. Ademas, las bacterias Gram negativas presentan una membrana externa que puede restringir
el acceso de ciertos agentes a sus estructuras celulares. Los estudios sobre estrategias para superar esta
barrera resaltan su importancia en la evaluacion de alternativas antibacterianas 5.

Entre los microorganismos de interés alimentario, Escherichia coli requiere atencion por la existencia de
variantes asociadas con enfermedades transmitidas por alimentos 6. Sin embargo, la respuesta de una cepa
de referencia no representa automaticamente el comportamiento de todas las cepas de la especie ni demuestra
eficacia frente a aislados resistentes. El uso de E. coli ATCC 25922 permite delimitar el ensayo a un
microorganismo identificado, favoreciendo comparaciones experimentales. Persisten preguntas sobre la
respuesta de esta cepa a extractos fendlicos de hojas de mango en concentraciones moderadas. Documentar
tanto resultados favorables como ausencia de diferencias contribuye a precisar el alcance de la evidencia
disponible.

Con base en estos antecedentes, el objetivo de esta investigacion fue evaluar la actividad antimicrobiana in
vitro de polifenoles extraidos de hojas de Mangifera indica var. Tommy Atkins frente a Escherichia coli ATCC
25922 mediante difusién en agar. Se examinaron cuatro concentraciones y un control negativo para comparar
los diametros registrados.

El estudio busca aportar evidencia contextualizada sobre esta preparacion, sin extender sus resultados a
eficacia clinica, conservacion de alimentos o comportamiento de otros microorganismos. La comparacion se
interpreta dentro de las condiciones del ensayo, considerando que el diametro observado depende de la
interaccion entre el extracto, el vehiculo y el medio de cultivo. Asi, la investigacion contribuye a orientar futuras
evaluaciones de concentracion, composicion y procedimientos complementarios, manteniendo diferenciadas
la caracterizacion quimica y la demostracidn experimental de actividad antibacteriana.

Materiales y métodos

Preparacion del material vegetal y extraccion de polifenoles

Se recolectaron 300 g de hojas frescas de mango (Mangifera indica), variedad Tommy Atkins, en el canton
Chone, Manabi, Ecuador. Las hojas fueron seleccionadas, lavadas con agua potable y secadas en un
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deshidratador RWA a 35 °C durante 24 h, hasta alcanzar una humedad menor al 10 %. Luego se molieron
hasta obtener particulas de 0,5-1 mm.

Se pesaron 10 g de hojas de mango secas y molidas y se mezclaron con 100 mL de etanol al 96 %. La
extraccion se realizé en un bafio ultrasonico (ISOLAB) a 60 °C durante 1 h (7). Posteriormente, el extracto se
mantuvo a 4 °C durante 24 h en una incubadora MERMET «®. Se filtré con papel filtro y se concentrd en un
rotavapor DLAB a 51 °C y 175 mbar. El producto obtenido se almacend a 4 °C en frascos ambar (19,

Determinacion de compuestos fenélicos totales

La determinacion del contenido de polifenoles se realiz6 por triplicado analitico. Para preparar la muestra, se
mezclaron 200 L del extracto con 1,5 mL de agua destilada y 100 uL del reactivo de Folin-Ciocalteu (0. La
mezcla se homogeneizd en vortex durante 15 s y se dejo reposar 5 min a temperatura ambiente. Luego se
afiadieron 200 uL de carbonato de sodio al 20 % y se homogeneizd nuevamente. La solucidn reaccion6 durante
45 min a temperatura ambiente @". Finalmente, se midié la absorbancia a 765 nm con un espectrofotémetro
UV-Vis Genesys 180. Los resultados se expresaron como miligramos equivalentes de acido galico por gramo
de extracto seco (mg EAG/g).

Las diluciones se prepararon mediante la ecuacion de dilucion, utilizando extractos obtenidos en tres procesos
independientes de extraccion y evaporacion. Las concentraciones finales de 1,5; 3,0; 4,5 y 6,0 mg/mL se
ajustaron a un volumen final de 2 mL con agua destilada.

Analisis Microbiologicos

Se utilizé la cepa estandar E. coli ATCC 25922, cultivada en agar Mueller-Hinton. Las colonias se suspendieron
en NaCl al 0,85 % y se ajustaron al estandar 0,5 de McFarland (~1,5 x 108 UFC/mL) . La actividad
antimicrobiana se evalué mediante difusién en agar 3. Para cada unidad experimental se utilizaron placas
Petri con 20 mL de agar, sobre las que se aplicaron discos estériles de papel filtro (6 mm), impregnados con
los extractos a cuatro concentraciones: 1,5; 3,0; 4,5y 6,0 mg/mL. Las placas se incubaron a 37 °C durante 24
h y los halos se midieron con un calibrador estéril @4,

Analisis estadistico

El disefio experimental fue completamente al azar e incluyd cuatro concentraciones del extracto y un control
negativo, con cuatro réplicas por grupo (20 unidades experimentales). La variable independiente fue el grupo
de tratamiento. La variable de respuesta fue el didmetro registrado del halo de inhibicién (mm).

Los datos se procesaron con Statgraphics Centurion XVI. La normalidad se evalué mediante la prueba de
Shapiro-Wilk y la homogeneidad de varianzas mediante la prueba de Levene. Como dos grupos presentaron
desviaciones significativas de la normalidad (Tabla 2), las diferencias entre los cinco grupos se evaluaron
mediante la prueba de Kruskal-Wallis, con un nivel de significancia de a = 0,05.

Resultados

Rendimiento de los extractos polifendlicos

La extraccion asistida por ultrasonido permitié recuperar material de las hojas de Mangifera indica var. Tommy
Atkins en los tres procesos independientes de preparacién. Después de evaporar el solvente, los rendimientos
registrados fueron de 22,65 %, 19,63 % y 29,26 %. El promedio de estas tres determinaciones fue de 23,85 %,
lo que resume la recuperacion de extracto obtenida bajo las condiciones de trabajo descritas en la metodologia.
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El mayor rendimiento correspondio a la tercera extraccion y el menor, a la segunda. La diferencia entre ambos
extremos fue de 9,63 puntos porcentuales. La primera extraccion presenté un valor intermedio, préximo al
promedio general. Esta distribucién muestra que la recuperacion no fue idéntica entre preparaciones, aun
cuando se aplicé el mismo procedimiento. El resultado permite describir la variacion entre las tres extracciones,
pero no identificar su causa, porque no se evalud por separado la contribucién de cada condicion de
procesamiento.

El rendimiento debe distinguirse del contenido fendlico y de la respuesta microbiologica. Recuperar una mayor
proporcién de extracto no demuestra que esa preparacion contenga una mayor cantidad de compuestos activos
ni que produzca una inhibicién bacteriana superior. En este estudio, el rendimiento describe la cantidad
recuperada después del procesamiento; la caracterizacion quimica y la evaluacion frente a E. coli se presentan
como resultados diferentes. No se dispone de una comparacion individual que vincule cada rendimiento con
su correspondiente respuesta antimicrobiana.

Contenido total de polifenoles

El contenido promedio de polifenoles totales fue de 225,43 + 32,67 mg equivalentes de acido gélico por gramo
de extracto seco, a partir de tres determinaciones reportadas (n = 3). La unidad mg EAG/g expresa el resultado
respecto del patrén de acido galico empleado en la cuantificacion y permite describir el contenido fenolico
global de la preparacion. El procedimiento analitico se encuentra contextualizado mediante las referencias
incluidas en el manuscrito @52),

El valor central resume la caracterizacion obtenida, mientras que el término de dispersién consignado junto a
él muestra variabilidad entre las determinaciones. Para evitar atribuirle un significado no documentado, se
conserva la expresion original del resultado. Este dato no proporciona un perfil de los compuestos presentes
ni permite establecer cuanto aporta cada componente a la respuesta observada en el ensayo bacteriano.

Asimismo, la concentracion de las soluciones utilizadas en microbiologia, expresada en mg/mL, no debe
confundirse con el contenido fendlico expresado en mg EAG/g. Ambas unidades describen aspectos diferentes
de la preparacion. La primera corresponde a la concentracion aplicada segun el procedimiento y la segunda, a
su caracterizacion quimica. Por ello, el contenido total permite reconocer la presencia de material con respuesta
en el ensayo de cuantificacion, pero no establece por si mismo una concentracion inhibitoria ni demuestra
actividad frente a E. coli ATCC 25922.

Actividad antimicrobiana in vitro

La evaluacion microbiolégica comprendié cinco grupos: cuatro concentraciones del extracto y un control
negativo. Los tratamientos T1, T2, T3 y T4 correspondieron, respectivamente, a 1,5; 3,0; 4,5y 6,0 mg/mL.
Cada grupo incluy6 cuatro réplicas, de modo que el andlisis reunié 20 unidades experimentales. El control
negativo se describe en el documento como tratado con etanol al 96 %. Los resultados se presentan respetando
esta identificacion, sin modificar la composicion del control ni reconstruir condiciones que no se encuentran
documentadas.

La Tabla 1 reune los valores individuales y sus resumenes descriptivos. Incluir las cuatro mediciones de cada
grupo permite observar como se obtuvo cada promedio y cuanto variaron las respuestas. Esta presentacion es
especialmente Util porque una media aislada puede ocultar diferencias entre réplicas. En los grupos con
extracto, los registros estuvieron entre 5 y 8 mm; en el control negativo, entre 6y 11 mm.

Las mediciones se denominan diametros registrados para mantener una interpretacion prudente. El
procedimiento informa discos de papel de 6 mm y la tabla contiene una medicién de 5 mm. Esta combinacion
requiere aclarar el criterio de lectura antes de interpretar todos los valores como zonas de inhibicion que
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incluyen el disco. Se conservan las cifras originales y se evita calcular una zona adicional mediante
sustracciones que podrian no corresponder al procedimiento realmente utilizado.

Tabla 1. Diametros registrados por concentracion del extracto y en el control negativo.

Tratamiento Concentracion Halo de inhibicién (mm) Media * DE
(mg/mL)
R1 R2 R3 R4
T 1,5 8 6 6 6 6,50 + 1,00
T2 3,0 7 7 7 6 6,75+ 0,50
T3 4,5 5 8 7 6 6,50 £ 1,29
T4 6,0 6 8 8 7 7,25+ 0,96
CN 0 9 11 6 6 8,00 + 2,45

Nota. R1-R4 identifican las cuatro réplicas por grupo. DE = desviacion estandar muestral. CN = control negativo descrito
como etanol al 96 %. Los valores se mantienen como fueron reportados; debe aclararse el criterio de lectura de los
diametros proximos o inferiores a 6 mm.

T1 presentd una media de 6,50 + 1,00 mm, con registros de 8, 6, 6 y 6 mm. En T2, las mediciones fueron de
7,7, 7y6 mm,ylamedia alcanz6 6,75 + 0,50 mm. Este segundo grupo mostr6 la menor dispersion entre los
tratamientos evaluados: tres de sus cuatro réplicas tuvieron el mismo valor y la restante se diferencio en un
milimetro.

T3 registrd 5, 8, 7y 6 mm, con una media de 6,50 £ 1,29 mm. Aunque su concentracion fue superior a la de
T1y T2, su promedio coincidi6 con el de T1. T4 presenté valores de 6, 8, 8 y 7 mm, con una media de 7,25 +
0,96 mm. Esta fue la mayor media entre los grupos que recibieron extracto y superé en 0,75 mm a las medias
de T1yT3.

La secuencia de promedios no muestra un incremento continuo con la concentracion: aumenta de T1 a T2,
disminuye en T3 y vuelve a aumentar en T4. Por tanto, el resultado describe una media mayor en la
concentracion méas alta, pero no demuestra una relacion consistente entre concentracion y respuesta. El control
negativo registré 9, 11, 6 y 6 mm, con una media de 8,00 £ 2,45 mm. Su promedio super6 al de todos los
tratamientos y presenté la mayor dispersion del conjunto.

La Figura 1 permite observar las placas y las zonas registradas durante el ensayo. Su funcion es complementar
los datos numéricos con evidencia visual del procedimiento. Las fotografias no sustituyen las mediciones de la
tabla ni permiten establecer por si solas diferencias estadisticas o atribuir la respuesta exclusivamente al
extracto. La iluminacion, la perspectiva y las anotaciones de las placas deben considerarse al examinar esta
representacion.
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Figura 1. Registro fotografico de las placas utilizadas para evaluar el extracto frente a Escherichia coli ATCC
25922.

Nota. Las fotografias complementan las mediciones de la Tabla 1. No permiten atribuir por si solas la respuesta al
extracto ni establecer diferencias estadisticas.

Antes de comparar los grupos, se examind la distribucién de sus mediciones mediante la prueba de Shapiro-
Wilk. La Tabla 2 presenta los estadisticos y los valores de significacion de cada condicién. Para T1y T2 se
reportdé W =0,630y p = 0,001 en ambos casos. De acuerdo con el umbral establecido de 0,05, estos resultados
indican desviaciones respecto del supuesto de normalidad en los dos grupos.

En el control negativo se obtuvo W=0,860y p=0,262; en T3, W=0,993y p=0,972; yen T4, W=0,863 y p
=0,272. En estas tres condiciones no se rechazd la hipdtesis de normalidad. Esta formulacion es mas precisa
que afirmar que sus distribuciones fueron normales, porque la ausencia de rechazo no equivale a una
demostracion del supuesto, especialmente con solo cuatro observaciones por grupo.

La presencia de mediciones repetidas en T1y T2 ayuda a reconocer la forma de los datos que se sometieron
al analisis, pero no reemplaza el resultado de la prueba ni explica por si sola su significacién. Conforme al
procedimiento consignado, la comparacion general se realizd mediante Kruskal-Wallis. Los valores de la tabla
se conservaron tal como fueron reportados; esta presentacion no implica una recalculacién de los estadisticos
originales.

Tabla 2. Evaluacién de la normalidad mediante Shapiro-Wilk en los cinco grupos.

Concentracion Shapiro-Wilk
gty Estadistico gl Sig.
Halo de inhibicién Etanol (0) 0,860 4 0,262
(mm) T1 Polifenoles (1) 0,630 4 0,001
T2 Polifenoles (3,0) 0,630 4 0,001
T3 Polifenoles (4,5) 0,993 4 0,972
T4 Polifenoles (6,0) 0,863 4 0,272

La comparacion de los cinco grupos mediante Kruskal-Wallis produjo un valor de p = 0,721. Como esta cifra
fue superior al nivel de significacion de 0,05, no se rechazé la hipétesis nula del contraste. La Tabla 3 recoge
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esta decisién y permite identificar que el andlisis incluy6 tanto las cuatro concentraciones del extracto como el
control negativo.

El resultado indica que, con las mediciones disponibles y el analisis aplicado, no se obtuvo evidencia estadistica
suficiente para distinguir las distribuciones de respuesta entre los grupos. En consecuencia, la mayor media
de T4 frente a los otros tratamientos permanece como una diferencia descriptiva. Tampoco puede interpretarse
el valor de p como una medida del porcentaje de eficacia, de la magnitud del efecto o de la probabilidad de que
el extracto carezca de actividad.

La ausencia de significacién no demuestra equivalencia entre las condiciones. Para esa afirmacion se
requeriria un analisis disefiado con ese prop6sito y criterios previamente definidos. Asimismo, el contraste
general no identifica diferencias especificas entre pares de tratamientos. Dado el resultado global, no se
presentan comparaciones posteriores como si hubieran sido realizadas. ElI manuscrito no consigna el
estadistico H ni medidas de efecto asociadas, por lo que estos datos no se afiaden ni se estiman de manera
retrospectiva en esta seccion.

Tabla 3. Comparacion global de los cinco grupos mediante Kruskal-Wallis.

Hipétesis nula Prueba Sig. Decision
La distribucion del diametro de inhibicion Prueba de Kruskal-Wallis 0,721 No se rechazd la hipotesis
(mm) es la misma entre los cinco grupos para muestras nula.
(cuatro concentraciones y control negativo). independientes

La Figura 2 muestra la distribuciéon de las mediciones mediante un diagrama de cajas y bigotes. Esta
representacion permite reconocer la posicion de los valores centrales y la extension de los registros en cada
grupo. El control negativo presenta una distribucién mas amplia, coherente con su desviacion estandar de 2,45
mm y con el intervalo observado de 6 a 11 mm. Los grupos con extracto concentran sus registros en un intervalo
mas reducido.

T2 muestra valores préximos entre si, mientras que T3 presenta mayor variacion entre las réplicas con extracto.
En T4, la distribucion se desplaza descriptivamente hacia valores algo superiores a los de T1 y T3, aunque
comparte mediciones con otros tratamientos. El gréfico permite apreciar esta proximidad entre grupos, pero la
superposicién visual no constituye una prueba estadistica. La decisidn inferencial corresponde al contraste
reportado en la Tabla 3.

En conjunto, las tablas y figuras muestran recuperacion de extracto, contenido fendlico cuantificable y
diametros registrados con variacion entre réplicas. Sin embargo, la comparacién microbiolégica no demostro
diferencias significativas entre las condiciones. La lectura integrada conserva esta separacion: la
caracterizacion quimica describe la preparacion obtenida, mientras que el ensayo bacteriano aporta un
resultado limitado a la cepa, las concentraciones y el procedimiento evaluados. Bajo estas condiciones, no se
demostr una respuesta inhibitoria diferenciada atribuible al extracto.
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Figura 2. Distribucion de los diametros registrados en el control negativo y las cuatro concentraciones del
extracto.

Nota. CN corresponde al control negativo descrito como etanol al 96 %. T1-T4 representan 1,5; 3,0; 4,5y 6,0 mg/mL,
respectivamente. Cada grupo incluyé cuatro réplicas. La comparacion global reporté p = 0,721.

Discusion

Los resultados no demostraron diferencias estadisticamente significativas en los diametros registrados entre
las cuatro concentraciones y el control negativo (Kruskal-Wallis, p = 0,721). Aunque se observé una leve
tendencia descriptiva al aumento de la media con la concentracion, esta no permite concluir que exista una
respuesta dependiente de la dosis. La ausencia de significacién debe interpretarse considerando el tamafio
experimental de cuatro réplicas por grupo. Un resultado no significativo no demuestra equivalencia entre
tratamientos ni descarta actividad en otras condiciones; indica que este ensayo no aport6 evidencia suficiente
para distinguir sus respuestas. Ademas, la media del control negativo fue superior a las medias de los extractos,
lo que refuerza la necesidad de examinar la contribucién del vehiculo antes de atribuir los diametros registrados
a los compuestos vegetales.

El contenido total medido fue de 225,43 + 32,67 mg EAG/g de extracto seco (n = 3). La actividad antimicrobiana
observada no depende Unicamente de la cantidad total de metabolitos, sino también de su composicion
cualitativa, estabilidad, capacidad de difusion en el medio sélido y afinidad por las estructuras celulares
bacterianas @. Por ello, un mayor contenido fenolico no garantiza por si solo una actividad inhibitoria detectable
en las condiciones evaluadas ©. La cuantificacion global tampoco identifica cuales componentes
permanecieron disponibles durante el ensayo microbioldgico.

En consecuencia, el contenido fendlico constituye una medida de caracterizacion del extracto, pero no un
sustituto de la evaluacién funcional. La comparacién entre investigaciones requiere considerar como se
expresa la concentracién, porque la masa de extracto y los equivalentes de &cido galico representan
magnitudes diferentes. Precisar esta distincion permitiria relacionar mejor la composicion obtenida con la
exposicion efectiva de la bacteria.
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Se ha documentado que factores como el solvente utilizado, las condiciones de extraccion y el estado
fisioloégico del material vegetal influyen en el perfil fitoquimico obtenido y, en consecuencia, en su actividad
biolégica @. Estas variaciones pueden ayudar a explicar diferencias en la magnitud del efecto observado.
Algunos estudios han reportado actividad antimicrobiana de extractos vegetales frente a bacterias patdgenas
con concentraciones iguales o superiores a 10 mg/mL; por ello, el rango utilizado aqui podria no haber
producido un efecto detectable mediante difusion en agar ©o.

No obstante, aumentar la concentracion debe plantearse como una hipdtesis experimental, sin asumir que
necesariamente producira inhibicion. También convendria controlar la reproducibilidad entre lotes y registrar el
volumen depositado en cada disco, pues la concentracion de la solucién no determina por si sola la cantidad
aplicada. Estas precisiones ayudarian a separar las variaciones atribuibles a la preparacion del extracto de
aquellas relacionadas con su administracion, facilitando comparaciones mas consistentes entre tratamientos y
estudios posteriores.

La membrana externa de bacterias Gram negativas como E. coli puede limitar la permeabilidad de diversos
compuestos antimicrobianos, incluidos metabolitos secundarios de origen vegetal @1, Esta caracteristica se ha
descrito como un factor que contribuye a la menor susceptibilidad de bacterias Gram negativas frente a
multiples agentes antimicrobianos 2. Desde una perspectiva metodoldgica, el uso exclusivo de la difusion en
agar puede subestimar la actividad de compuestos con capacidad de difusion limitada @2,

Asimismo, la ausencia de un control positivo antibiético impide comparar la sensibilidad de la cepa con la
respuesta a un agente antimicrobiano de referencia 4. Asimismo, los diametros préximos al tamario del disco
requieren una definicién explicita del procedimiento de lectura. Dado que se utilizaron discos de seis milimetros
y se registraron valores inferiores, debe aclararse si la medicion incluy6 el disco o correspondid Unicamente a
la zona externa. Esta comprobacién, junto con controles del vehiculo y ensayos complementarios en medio
liquido, fortaleceria la interpretacién del resultado sin convertir una explicacion metodoldgica posible en
evidencia de eficacia antibacteriana del extracto.

Conclusiones

En las condiciones evaluadas, no se observaron diferencias estadisticamente significativas en los diametros
de inhibicién entre las cuatro concentraciones y el control negativo (Kruskal-Wallis, p = 0,721). Por ello, estos
resultados no permiten demostrar un efecto inhibitorio atribuible al extracto frente a E. coli ATCC 25922.

Aunque el extracto presenté un contenido total de 225,43 + 32,67 mg EAG/g, este valor, por si solo, no permite
inferir actividad antimicrobiana frente a bacterias Gram negativas como E. coli.

Los resultados obtenidos contribuyen al conocimiento sobre la actividad antimicrobiana de extractos fendlicos
de origen vegetal obtenidos a partir de hojas de mango mediante extraccion asistida por ultrasonido. Futuras
investigaciones podrian evaluar concentraciones superiores del extracto, diferentes métodos de extraccion y
otros microorganismos, con el fin de ampliar la comprensién de su potencial antimicrobiano in vitro.
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