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RESUMEN 
 
La creciente resistencia a los antimicrobianos, exacerbada por el uso inadecuado de antibióticos, plantea una 
grave amenaza para la salud pública global, con millones de infecciones y miles de muertes anuales atribuibles a 
bacterias resistentes como Staphylococcus aureus y Escherichia coli. En este contexto, los péptidos bioactivos 
derivados de la hidrólisis de proteínas como la albumina emergen como prometedoras alternativas terapéuticas, 
gracias a sus propiedades antimicrobianas y su baja propensión a inducir resistencia. Este estudio propone 
investigar la actividad antimicrobiana de los péptidos obtenidos mediante hidrólisis enzimática de la albumina con 
proteasa V8 de Staphylococcus aureus, explorando su potencial como agentes antimicrobianos. Al optimizar 
procesos naturales como la hidrólisis enzimática, se busca no solo contribuir a la lucha contra la resistencia 
antimicrobiana, sino también promover prácticas sostenibles y económicas en la producción de nuevos agentes 
antimicrobianos.  
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EVALUATION OF THE ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF PEPTIDES OBTAINED FROM THE ENZYMATIC 
HYDROLYSIS OF ALBUMIN 

 

ABSTRACT 
 
Growing antimicrobial resistance, exacerbated by inappropriate antibiotic use, poses a serious threat to global 
public health, with millions of infections and thousands of deaths annually attributable to resistant bacteria such as 
Staphylococcus aureus and Escherichia coli. In this context, bioactive peptides derived from the hydrolysis of 
proteins such as albumin emerge as promising therapeutic alternatives, thanks to their antimicrobial properties and 
low propensity to induce resistance. This study proposes to investigate the antimicrobial activity of peptides 
obtained by enzymatic hydrolysis of albumin with Staphylococcal V8 protease, exploring their potential as 
antimicrobial agents. By optimizing natural processes such as enzymatic hydrolysis, we seek not only to contribute 
to the fight against antimicrobial resistance, but also to promote sustainable and economical practices in the 
production of new antimicrobial agents. 
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1. INTRODUCCIÓN 
 
Durante las últimas décadas, los antibióticos han representado uno de los pilares fundamentales para la 
prevención y tratamiento de infecciones microbianas, salvando millones de vidas a nivel mundial. Sin embargo, el 
uso inadecuado y prolongado de estos fármacos ha favorecido la emergencia y propagación de bacterias 
resistentes, fenómeno que la Organización Mundial de la Salud reconoce como una de las principales amenazas 
para la salud pública global. Se estima que en 2019 las infecciones bacterianas estuvieron asociadas a 7,7 
millones de muertes, siendo Escherichia coli y Staphylococcus aureus responsables de una proporción 
significativa de los casos, con más de 1,1 millones de muertes atribuibles a S. aureus [1] [2] [3] 
 
La resistencia antimicrobiana no solo incrementa la mortalidad y la morbilidad, sino que también genera un alto 
impacto económico debido al aumento en la duración de las hospitalizaciones y los tratamientos más costosos y 
prolongados [4]. En este contexto, se hace necesaria la búsqueda de alternativas eficaces, seguras y sostenibles 
que puedan complementar o sustituir a los antibióticos convencionales. 
 
En los últimos años, se ha incrementado el interés por los péptidos antimicrobianos (AMPs), los cuales son 
secuencias cortas de aminoácidos capaces de desestabilizar membranas bacterianas, inhibir procesos 
metabólicos esenciales lo que les permite combatir infecciones de manera efectiva. Estos compuestos pueden 
obtenerse a partir de proteínas de origen natural ya sea animal o vegetal y se activan tras procesos como la 
hidrólisis enzimática, un proceso que consiste en la ruptura de enlaces peptídicos a través de enzimas específicas 
permite liberar fragmentos bioactivos, estos a diferencia de la síntesis química, preserva aminoácidos sensibles y 
reduce la formación de subproductos secundarios indeseados [5] [6]. 
 
Dentro de las proteínas de interés alimentarias y biotecnológicas, la albúmina sérica bovina (BSA) se considera 
una fuente versátil para la obtención de péptidos bioactivos, debido a su alta disponibilidad, estabilidad estructural 
y riqueza en aminoácidos como el aspártico y el glutámico. La BSA es una proteína globular de aproximadamente 
66 kDa compuesta por 583 aminoácidos, presenta una alta solubilidad y estabilidad térmica, características que 
facilitan su manipulación experimental. Además, su composición rica en aminoácidos polares y cargados, la 
convierten en un sustrato adecuado para procesos de hidrólisis enzimática orientados a la generación de péptidos 
con potencial antimicrobiano [7] [8]. Algunos estudios han demostrado que la hidrólisis de la albúmina genera 
péptidos con propiedades antimicrobianas y antioxidantes, incrementando su relevancia como insumo 
biotecnológico para la industria farmacéutica [9] [10] 
 
La proteasa V8, también conocida como endoproteinasa Glu-C, producida por Staphylococcus aureus, constituye 
una herramienta clave en este proceso. Su alta especificidad para hidrolizar enlaces peptídicos en residuos de 
ácido glutámico y aspártico favorece la generación de péptidos definidos y funcionales, lo que permite mayor 
control sobre la producción y un mejor aprovechamiento de la ovoalbúmina como fuente proteica [11] [12]. 
 
En este marco, el presente estudio propone evaluar la actividad antimicrobiana de los péptidos obtenidos a partir 
de la hidrólisis enzimática de la albumina sérica bovina empleando proteasa V8, analizando su eficacia frente a 
Escherichia coli y Staphylococcus aureus. Adicionalmente, se busca optimizar las condiciones del proceso de 
hidrólisis para favorecer la producción de péptidos bioactivos, contribuyendo así a la generación de nuevo 
conocimiento científico y a la exploración de alternativas naturales y sostenibles frente al desafío global de la 
resistencia antimicrobiana.  
 
 
2. MATERIALES Y METODOS  
 
 
2.1. Obtención de la enzima y proteína  
 
La proteasa V8 de Staphylococcus aureus (endoproteinasa Glu-C) en forma liofilizada y la albúmina sérica bovina 
(BSA) se obtuvieron de la compañía Sigma-Aldrich. La proteasa V8 se reconstituyó en buffer Tris-HCl (50 mM, pH 
7,8) para obtener una concentración final de 0,2 mg/mL. 
 
 



 

 

2.2. Cuantificación de proteína por método BCA 
 
La cuantificación de la proteína se realizará mediante el método de ácido bicinconínico (BCA), siguiendo el 
protocolo del proveedor del reactivo SIGMA-ALDRICH. Para esto se realizará una curva de calibración a partir de 
concentraciones conocidas de Seroalbúmina Bovina (BSA). Para la curva de calibración se preparará el BSA en 
diferentes concentraciones (2 mg/mL, 1 mg/mL, 0,5 mg/mL, 0,25 mg/mL y 0,10 mg/mL). Posteriormente se 
tomarán 6 tubos eppendorf y a cada uno se le agregara 1 mL de BCA preparado en una relación 1:50 del reactivo 
A con el reactivo B y 10 mL de las diferentes muestras de la proteína de BSA, los tubos se llevarán a incubar 30 
minutos a 37 °C, para posteriormente determinar la absorbancia en el espectrofotómetro a 562nm [13].  
 
 
2.3. Hidrólisis enzimática de proteína de la albumina 
 
Para la hidrólisis enzimática de la albumina se realizarán relaciones 1:10 y 1:50 de enzima-proteína, partiendo de 
las concentraciones obtenidas en la curva de calibración, para realizar la mezcla de las soluciones en 1mL. Estas 
muestras se prepararán en tubos falcom de 15 mL, asimismo, se preparará un control con las mismas relaciones 
de agua-proteína. Los cuatro tubos de ensayo se incubarán en un Multi-Therm (Benchmark) a 37 °C durante 2 
horas. Pasado el tiempo, la reacción se deberá detener mediante inactivación térmica (tratamiento de calor y frío), 
luego, se llevarán a un proceso de centrifugación a 10.000 rpm a 4 °C durante 15 minutos en una centrifugadora 
refrigerada y posteriormente a un proceso de ultrafiltrado para cada tubo de ensayo, finalmente, se recupera el 
sobrenadante de cada muestra y se almacenara a -20 °C para su posterior análisis. 
 
 
2.4. Determinación del grado de hidrolisis (DH) 
 
El grado de hidrolisis se determinó siguiendo la metodología de Holey y Merrit [14], con algunas modificaciones. 
La base de este método es medir la relación de proteínas solubles en la solución blanco con respecto a todas las 
proteínas de la muestra. Después de detener la hidrólisis enzimática por inactivación térmica y realizar la 
cuantificación de los péptidos obtenidos, se calculó el DH mediante la ecuación, 
 

DH%= 
(𝑃𝑆2−𝑃𝑆1)

𝑃𝑆 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙
× 100 

 
 
en donde PS2 es la cantidad de proteína soluble en la solución después de la hidrolisis enzimática; PS1 es la 
cantidad de proteína soluble en la solución antes de la hidrolisis enzimática (blanco); y PS total es la cantidad total 
de proteína en la muestra. 
 
 
2.5. Análisis in silico de péptidos derivados de la hidrólisis 
 
Los péptidos generados por hidrólisis enzimática fueron analizados mediante el predictor de péptidos 
antimicrobianos APD6 (University of Nebraska Medical Center), el cual estima la probabilidad de actividad 
antimicrobiana basada en características estructurales y fisicoquímicas. Se evaluaron las secuencias con longitud 
entre 8 y 30 aminoácidos, derivadas de los cortes teóricos de la albúmina por proteasa V8 bajo condiciones en 
buffer Tris. 
 
 
2.6. Actividad antimicrobiana frente a E. coli y S. aureus.  

La prueba de actividad antimicrobiana se realizará de acuerdo con el protocolo del Instituto de Estándares Clínicos 
y de Laboratorio (CLSI) con algunas modificaciones. Las cepas de S. aureus ATCC 25923 y E. coli ATCC 25922 
se inocularán en agar nutritivo y se incubarán por 18-24 horas a 37 °C. posteriormente se realizará un estándar 
de MacFarland a 0.5 para ambas cepas aproximadamente 1x108 UFC/ml, estas deberán tener una O.D. de 0.08 
a 0.1 a una longitud de onda de 625 nm. Luego, se deberá diluir 10 µL del inoculo en 9990 µL de Caldo Müeller 
Hinton (MHB) para obtener aproximadamente 1x106 UFC/ml. Luego, se tomarán 50 µL de los cultivos bacterianos 



 

 

y se incubarán con 50 µL de péptidos filtrados con concentraciones mayores y menores a 2 µL/mL para E. coli y 
concentraciones mayores y menores de 0,5 µL/mL para S. aureus, durante 20-24 horas a 37 °C. Como controles 
negativos se utilizará el medio MHB, buffer fosfato y ampicilina. Posteriormente a las 20 horas de Incubación a 
37°C, se observará la turbidez de cada muestra en un plato de 96 pocillos, esto representará el crecimiento 
bacteriano en cada muestra, permitiendo analizar las concentraciones mínimas inhibitorias, evaluando la 
susceptibilidad antimicrobiana. [15] 

 

 3.    RESULTADOS 
 

 
3.1. Cuantificación de proteína mediante el ensayo BCA 

 
Se construyó una curva de calibración utilizando albúmina sérica bovina (BSA) en un rango de 0–2000 µg/mL. Las 
absorbancias fueron registradas a 562 nm y se incrementaron de manera proporcional a la concentración del 
estándar. El análisis de regresión lineal produjo la siguiente ecuación: 

 
y=0.00075x+0.1898 

 
En donde y correspondió a la absorbancia a 562 nm y x a la concentración de proteína (µg/mL). Esta ecuación se 
empleó para calcular la concentración de proteína en las muestras sometidas a hidrólisis enzimática con proteasa 
V8. 

 

 
Figura 1. Curva de calibración obtenida mediante el ensayo BCA a 562 nm. 

 
 
3.2. Hidrólisis enzimática de proteína de la albumina 

La hidrólisis enzimática de la albúmina se llevó a cabo bajo tres condiciones experimentales que variaron en la 
relación enzima:sustrato (E:S), la temperatura de incubación y el tiempo de reacción (Tabla 1). Todas las 
reacciones se realizaron en tampón Tris-HCl 0,05 M (pH 8,0 ± 0,2) y se mantuvieron en agitación constante durante 
el periodo establecido. Al finalizar el tiempo de reacción, las muestras fueron sometidas a inactivación térmica 
(tratamiento de calor y frío) y posteriormente ultrafiltradas para separar los péptidos solubles del remanente 
proteico no hidrolizado, cada condición se evaluó en una única corrida (sin réplicas biológicas). 

En las condiciones A y C (35 °C y 50 °C respectivamente), se observó una baja o nula liberación de péptidos, 
evidenciada por la ausencia de turbidez en la mezcla después de la incubación, lo cual sugiere una actividad 
enzimática limitada o ineficiente a dichas temperaturas. Por otro lado, la condición B (37 °C) mostró una hidrólisis 
más evidente, caracterizada por una mayor turbidez en la mezcla. 



 

 

Tabla 1. Condiciones experimentales de la hidrolisis 

CONDICIÓN RELACIÓN (E: S) TEMPERATURA 
(°C) 

pH TIEMPO DE 
REACCIÓN (h) 

A 1:10 35 8 +/-0.2 3 

Control A 1:10 Agua-proteína 35 8 +/-0.2 3 

B 1:10 37 8 +/-0.2 3 

Control B 1:10 Agua-proteína 37 8 +/-0.2 3 

C 1:50 50 8 +/-0.2 4 

Control C 1:50 Agua-proteína 50 8 +/-0.2 4 

 
 
3.3. Determinación del grado de hidrolisis (DH) 

El grado de hidrólisis (%DH) se determinó para las tres condiciones experimentales empleadas. En la condición 
A y C no se registraron valores apreciables de hidrólisis, lo cual coincidió con la ausencia de coloración durante la 
cuantificación. Estas observaciones indicaron que la liberación de péptidos fue mínima o inexistente bajo dichas 
condiciones. 

Por el contrario, la condición B presentó un grado de hidrólisis del 11,9 %, evidenciado por la presencia de una 
ligera coloración morada durante la cuantificación, lo que confirmó una mayor liberación de péptidos solubles en 
comparación con las otras condiciones. 

En conjunto, los resultados demostraron que la hidrólisis enzimática de la albúmina dependió de manera 
significativa de la temperatura, siendo la condición a 37°C la que permitió una hidrólisis más eficiente.  

 
3.4. Análisis in silico de péptidos derivados de la hidrólisis 
 
El análisis bioinformático de los péptidos obtenidos tras la hidrólisis enzimática de la albúmina con proteasa V8 
permitió identificar un conjunto de 34 péptidos con longitudes entre 8 y 25 aminoácidos, pesos moleculares 
comprendidos entre 889 y 2880 Da, y valores de GRAVY que oscilaron entre 1.26 y 0.78, indicando una diversidad 
estructural que abarca desde péptidos hidrofílicos hasta altamente hidrofóbicos.  
 
En cuanto a la carga neta, se observó una proporción considerable de péptidos catiónicos, los cuales podrían 
presentar potencial antimicrobiano, ya que la carga positiva favorece la interacción electrostática con las 
membranas bacterianas. Por otro lado, los péptidos con mayor hidrofobicidad podrían facilitar la inserción en la 
bicapa lipídica, propiedad característica de péptidos con actividad antimicrobiana 
 
 
3.5. Actividad antimicrobiana frente a E. coli y S. aureus. 
 
La evaluación de la actividad antimicrobiana se realizó únicamente con el péptido obtenido en la condición B, 
correspondiente al único tratamiento que presentó evidencia de hidrólisis. El ensayo se llevó a cabo mediante la 
técnica de microdilución en placa de 96 pocillos, empleando concentraciones comprendidas hasta 54 µg/mL. 

No se observó una inhibición completa del crecimiento microbiano en ninguno de los microorganismos evaluados. 
Sin embargo, en Escherichia coli se evidenció una ligera reducción en la turbidez del medio en comparación con 
el control de crecimiento, lo que sugiere un efecto parcial sobre la proliferación bacteriana. Por otro lado, en 
Staphylococcus aureus se detectó cambios muy mínimos en la densidad celular, manteniéndose un crecimiento 
similar al control negativo (Imagen 1). 



 

 

 
Imagen 1. Actividad antimicrobiana mediante microdilución péptidos Condición B 

 
 
4. DISCUSIÓN (O ANÁLISIS DE RESULTADOS) 
 
En este estudio se buscó obtener péptidos bioactivos a partir de hidrolisis enzimática de la albumina sérica bovina 
(BSA) con proteasa v8 para evaluar su actividad antimicrobiana frente a Escherichia coli y Staphylococcus aureus. 
A partir de los resultados obtenidos fue posible identificar las condiciones que favorecieron la liberación de 
péptidos, considerando tanto los aciertos experimentales como las limitaciones presentes en el diseño y desarrollo 
del estudio. 
 
En primer lugar, la curva estándar del ensayo BCA construida con albumina sérica bovina (BSA) presento una 
buena correlación lineal (R² = 0,9957) reflejando una relación consistente entre la concentración de proteína y la 
absorbancia dentro del rango analizado. Este tipo de respuestas es característico de métodos colorimétricos bien 
establecidos como el BCA, ampliamente utilizados en protocolos de cuantificación proteica por su sensibilidad y 
tolerancia a diferentes condiciones experimentales. [13] [7] [10]. 
 
Entre las condiciones evaluadas solo la condición B (37 °C, relación enzima:sustrato 1:10) permitió una liberación 
apreciable de péptidos alcanzando un grado de hidrolisis del 11,9% en cambio las condiciones A (35 °C) y C 
(50 °C) no mostraron signos claros de actividad enzimática esta variabilidad puede atribuirse a la sensibilidad de 
la proteasa V8 a los cambios de temperatura que puede afectar tanto su estabilidad estructural como la 
accesibilidad al sustrato [11]. La obtención de péptidos bioactivos ocurre bajo condiciones moderadas en donde 
se mantiene un equilibrio adecuado entre actividad enzimática y la integridad estructural del sustrato. [9] [8]. 
Estudios recientes indican que mantener temperaturas y proporciones enzima:sustrato adecuadas es clave para 
preservar la estabilidad de ambos favoreciendo la liberación controlada de péptidos con propiedades 
antimicrobianas y antioxidantes [6] [7] [10] [17]. 
 
Por otro lado, el análisis in silico de los péptidos obtenidos tras la hidrolisis enzimática permitió complementar los 
hallazgos experimentales, proporcionando una caracterización preliminar de sus propiedades fisicoquímicas y su 
potencial funcional. Se identificaron 34 péptidos con longitudes entre 8 y 25 aminoácidos, en rango relevante 
donde se encuentran péptidos bioactivos con actividad microbiana permitiendo una interacción eficaz con las 
membranas celulares bacterianas [17]. 
 
El análisis in silico mostro una diversidad que incluyo tanto péptidos hidrofílicos como hidrofóbicos, con valores 
entre 1.26 y 0.78, esta variabilidad es significativa pues la hidrofobicidad contribuye a la capacidad de los péptidos 



 

 

para insertarse en bicapas lipídicas mientras que la presencia de residuos cargados favorece la atracción 
electroestática hacia las membranas bacterianas [9]. 
 
Respecto a la carga neta se observó una proporción considerable de péptidos con carga positiva frecuentemente 
asociada con propiedades antimicrobianas. Esta carga facilita la unión de baterías Gram positivas como Gram 
negativas lo que puede conducir a la desestabilización de la membrana y a la inhibición del crecimiento microbiano 
[9], [17]. Las propiedades fisicoquímicas observadas en los péptidos derivados de la albúmina sugieren su 
potencial funcional siendo coherentes con parámetros que favorecen la actividad microbiana donde este análisis 
predictivo contribuye a la selección racional de los péptidos con potencial bioactivo para futuras pruebas 
funcionales, optimizando los recursos experimentales [18]. 
 
Finalmente, la evaluación de actividad antimicrobiana frente a Escherichia coli y Sthaphylococcus aureus mostro 
un efecto inhibitorio observable únicamente en las muestras obtenidas bajo la condición B (37 °C), lo que coincide 
con los resultados del grado de hidrolisis y el análisis in silico. La eficacia parcial de los péptidos en inhibir el 
crecimiento resalta el potencial de la albúmina como fuente de compuestos bioactivos obtenidos mediante la 
hidrolisis controlada, no obstante el efecto inhibitorio observado fue leve evidenciando una ligera reducción en el 
crecimiento de E.coli y mínima en S.aureus estos resultados sugieren que aunque los péptidos derivados de la 
albumina (BSA) presentaron propiedades estructurales compatibles con la actividad antimicrobiana, donde las 
condiciones experimentales empleadas no fueron suficientes para generar una inhibición completa del crecimiento 
bacteriano [19].  
 
La limitada actividad observada podría atribuirse a diversos factores. En primer lugar, la concentración utilizada 
(54 µg/ml) puede no haber alcanzado el umbral necesario para ejercer un efecto bactericida ya que estudios 
previos han demostrado que la eficacia depende de la pureza el tamaño y la estabilidad de los péptidos generados 
[20] [21]. Aunque las muestras fueron sometidas a un proceso de ultrafiltración es posible que la mezcla final 
tuviera fragmentos de baja actividad lo que atenuó la respuesta antimicrobiana. 
 
Otro aspecto relevante es la naturaleza de las bacterias evaluadas E.coli al ser Gram negativa presenta una 
membrana externa rica en polisacáridos que actúa como barrera frente a moléculas hidrofóbicas, mientras que 
S.aureus aunque es Gram positiva posee una capa más gruesa de peptidoglicano que también dificulta la 
penetración de compuestos bioactivos [22]. Estas diferencias estructurales explicarían la variabilidad en la 
respuesta antimicrobiana observada. 
 
Los resultados evidencian la importancia de optimizar las condiciones de hidrolisis enzimática para maximizar la 
liberación de péptidos bioactivos con potencial aplicación en el desarrollo de nuevos agentes antimicrobianos y 
estrategias terapéuticas frente a bacterias resistentes. Entre las limitaciones del estudio se incluye la necesidad 
de evaluar la pureza y la estabilidad de los péptidos además de considerar la concentración de la proteasa V8 
utilizada pudo no haber sido suficiente para generar la cantidad optima de fragmentos activos. 
 
Se recomienda, en futuros trabajos explorar técnicas de purificación adicionales como cromatografía liquida de 
alta resolución con el fin de aislar péptidos con mayor actividad antimicrobiana asimismo sería adecuado ajustar 
la cantidad de enzima además de explorar distintas concentraciones y combinaciones de péptidos evaluando su 
eficacia frente a otros patógenos clínicamente relevantes. La implementación de estos métodos permitirá 
identificar fragmentos con mayor potencial terapéutico fortaleciendo el uso de la albumina sérica bovina como 
fuente de péptidos bioactivos y contribuyendo a alternativas para el desarrollo efectivas frente a la creciente 
resistencia bacteriana. 
 
 
5. CONCLUSIONES  

 
Los resultados de esta investigación muestran que la hidrolisis enzimática de albumina sérica bovina (BSA) 
utilizando proteasa V8 es un proceso altamente dependiente de las condiciones experimentales especialmente de 
la temperatura. De las tres condiciones evaluadas, solo la condición B (37 °C) permitió una mayor liberación de 
péptidos con propiedades fisicoquímicas y compatibles con la actividad antimicrobiana. 
 



 

 

El comportamiento observado con la proteasa V8 resalta su sensibilidad a cambios térmicos, lo que destaca la 
necesidad de optimizar cuidadosamente los parámetros de hidrolisis para asegurar su funcionalidad. La obtención 
exitosa de péptidos bajo condiciones moderadas sugiere que la proteasa V8 puede ser útil en procesos 
controlados, pero requiere validación técnica más profunda para aplicaciones a mayor escala. 
 
Por último, el análisis in silico permitió identificar péptidos con actividad antimicrobiana, evidenciando la capacidad 
de la hidrólisis enzimática para generar compuestos funcionales de interés biotecnológico. No obstante, la 
actividad experimental frente a E. coli y S. aureus fue limitada, lo cual sugiere que los péptidos obtenidos podrían 
requerir procesos adicionales de purificación o concentración para alcanzar niveles de inhibición más 
significativos. Se recomienda, para futuros estudios, optimizar las condiciones de hidrólisis, incorporar técnicas de 
fraccionamiento y caracterización estructural de los péptidos activos, así como ampliar el espectro de 
microorganismos evaluados para consolidar su aplicación en el campo farmacéutico. 
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