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RESUMEN Enviado: 8 de abril de 2025

Aceptado: 2 de febrero de 2026
La calidad y pureza del ADN son factores

criticos para los estudios de biologia molecular . A -
o o Palabras clave: Bromelina, proteasas, extraccion
y genética, ya que afectan la fiabilidad de de ADN, Proteinasa K, enzimas proteoliticas, tejido
. . L animal.
aplicaciones como la PCR vy la secuenciacion.
La proteinasa K es una proteasa ampliamente A _
. . o | Keywords: Bromelain, proteases, DNA extraction,
utilizada para la digestion de proteinas durante proteinase K, proteolytic enzymes, animal tissue.
la extraccion de ADN, pero su costo y limitada
disponibilidad han motivado la busqueda de
alternativas mas accesibles. En este estudio
se evalud el uso de un ablandador de carne @ ®
comercial con bromelina como sustituto de
la proteinasa K en la extraccion de ADN de Este contenido esta protegido bajo la licencia CC BY
tejido de cola de ratén. Se probaron distintas e
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concentraciones del ablandador (0.5g,1gy 2
g por 10 ml de agua) y se compararon con un
control positivo con proteinasa Ky un control
negativo con agua ultrapura. La calidad del ADN
se determind mediante espectrofotometria,
evaluando los cocientes A260/A280 y A260/
A230, mientras que la concentracion se estimo a
partirde la absorbancia a 260 nm. Los resultados
mostraron que la concentracion y pureza del
ADN fueron optimas en el tratamiento de 1 g
de bromelina, logrando un equilibrio adecuado
entre rendimiento y reproducibilidad. Aunque
la proteinasa K produjo mayores cantidades de
ADN, presentd contaminacion proteica. Estos
hallazgos sugieren que la bromelina es una
alternativa econdmica y viable para laboratorios
con recursos limitados, garantizando ADN
de calidad suficiente para aplicaciones
moleculares.

ABSTRACT

The quality and purity of DNA are critical factors
in molecular bioclogy and genetics studies, as
they affect the reliability of applications such as
PCR and sequencing. Proteinase K is a widely
used protease for protein digestion during DNA
extraction, but its cost and limited availability
have motivated the search for more accessible
alternatives. In this study, a commercial meat
tenderizer containing bromelain was evaluated
as a substitute for proteinase K in the extraction
ofgenomic DNAfrom mousetailtissue. Different
concentrations of the tenderizer (0.5g,1g,and 2
g per 10 ml of water) were tested and compared
with a positive control using proteinase K and
a negative control with ultrapure water. DNA
quality was assessed by spectrophotometry,
evaluating the A260/A280 and A260/A230
ratios, while concentration was estimated
from absorbance at 260 nm. Results showed
that the 1 g bromelain treatment provided
the best balance between DNA concentration
and purity, achieving adequate performance
and reproducibility. Although proteinase K
yvielded higher DNA amounts, it presented

protein contamination.  These  findings
suggest that bromelain is an economical and
viable alternative for laboratories with limited
resources, providing DNA of sufficient quality
for molecular applications.

INTRODUCCION

En la actualidad, los estudios sobre la biologia
molecular y genética de las especies han
adquirido una relevancia sin precedentes, para
el caso de El Salvador, podemos mencionar
estudios sobre el efecto del tipo de habitat en
la diversidad genética de Artibeus jamaicensis
(Rodriguez et al, 2020), el efecto de Ia
fragmentacion del habitat en la salud genética
de Ateles geoffroyi (Zaldafia-Orantes et al,, 2021)
o la diversidad genética en cinco cultivares de
Indigofera suffruticosa (Moreno-Mendoza vy
Reyes-Romero, 2025). La obtencion de ADN
de alta calidad y pureza es indispensable
para el éxito en la realizacion de este tipo
de investigaciones, por lo que el estudio de
meétodos que faciliten y garanticen esta pureza
es de vital importancia.

Las proteasas son un tipo de enzimas que
catalizan la degradacion de proteinas mediante
la hidrolisis de sus enlaces peptidicos, estas
son esenciales en la etapa de lisis celular en
la extraccion de ADN ya que destruyen las
estructurasformadas por proteinas permitiendo
la liberacion de los acidos nucleicos del nucleo
celular y destruyendo a aquellas proteinas que
puedan degradar el ADN, siendo especialmente
utilizada la Proteinasa K (Varma et al, 2007).
Diversos estudios proponen la sustitucion de
la proteinasa K por otras proteasas como la
bromelina, papaina y la pepsina, de las cuales,
la primera es el principio activo de la mayoria
de ablandadores de carne comerciales, que
resultan accesibles y econdmicos. La finalidad
del presente estudio es comparar la eficiencia
de dos concentraciones de bromelina como
sustituto de la proteinasa K, para su uso en la
extraccion de ADN gendmico de tejido animal.
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MATERIALES Y METODOS

Obtencion de muestras

Las muestras de tejido de cola de raton
fueron proporcionadas por el Laboratorio
de Experimentacion Animal del Centro de

Investigacion y Desarrollo en Salud de la
Universidad de EI Salvador, con la finalidad de
reducir el sufrimientoy ndmero de especimenes
necesarios para el estudio, se sacrificaron dos
ratones de la cepa Balb/C inmediatamente
antes de su utilizacion, de estos, se tomod su
cola completa y se utilizé una variacion del
protocolo incluido en el kit que permitiera usar
fragmentos gruesos de la cola, y no solamente
la punta de estas.

Preparacién de soluciones

Las soluciones sustitutas de proteinasa K
consistieron en la preparacion de: (Control
negativo, coédigo SPK) agua ultrapura,
(Control positivo, cédigo CPK) proteinasa K
(proporcionada por el kit), (Tratamiento 1, codigo
1g) solucion preparada adicionando 1 g de
ablandador de carne Hermel® disuelto en 10 m!|
de agua destilada (100mg/ml), (Tratamiento 2,
codigo 2g) solucion preparada adicionando 2 g
de ablandador de carne Hermel® disuelto en 10
ml de agua destilada (200mg/ml) y (Tratamiento
3, codigo 0.5g) solucion preparada adicionando
0.5 g de ablandador de carne Hermel® disuelto
en 10 ml de agua destilada (50mg/ml).

Extraccién de ADN

La extraccion de ADN se realizo en el laboratorio
de Biologia Molecular de la Escuela de Biologia
de la Universidad de El Salvador, utilizando el
kit comercial PureLink® Genomic DNA Mini
Kit, siguiendo el protocolo estandar para la
preparacion del lisado de cola de rata sugerido
por el kit. Se utilizaron fragmentos de 0.5cm de
la parte central de la cola de ratdn para cada
una de las extracciones. Las modificaciones al
protocolo estandar incluyeron el reemplazo de
la proteinasa K por los tratamientos de 200mg/
ml, 100mg/ml y 50mg/ml de ablandador de

carne con bromelina, asi como con agua
ultrapura como control negativo, realizando tres
repeticiones por tratamiento, obteniendo un
total de 15 muestras, los detalles del protocolo
de extraccion pueden consultarse en el anexo 1.

Evaluacioén de la integridad del ADN

La calidad del  ADN se determind
mediante espectrofotometria en el Nano
Espectrofotometro  UV/Vis Nabi NBI1- H,

registrando las absorbancias a 260, 280 y 230
nm. A partir de estas mediciones se calcularon
los cocientes A260/A280 'y  A260/A230,
utilizados como indicadores de pureza frente
a contaminacion proteica y a compuestos
organicos o sales, respectivamente, valores de
A260/A280 cercanos a 1.8 y de A260/A230 entre
2.0y 2.2 se consideran indicativos de ADN de
buena calidad. De manera complementaria, la
concentracion de ADN se estimo a partir de la
absorbancia a 260 nm, considerando que un
valor de 1.0 corresponde a 50 ug/ml de ADN
bicatenario (Promega, 2025).

RESULTADOS

Los parametros mas importantes que se
deben considerar en la extraccion de ADN son
su concentracion y pureza. En los resultados

obtenidos mediante espectrofotometria,
se observan diferencias marcadas entre
los tratamientos evaluados. Las muestras

tratadas con proteinasa K (CPK) presentaron
las concentraciones mas elevadas de ADN,
con valores cercanos a 90 ng/ul; sin embargo,
los cocientes A260/A280 fueron ligeramente
menores a los valores optimos, lo que indica la
posible presencia de proteinas residuales, y los
cocientes A260/A230 mostraron variabilidad,
sugiriendo contaminacion por sales u otros
compuestos en algunas réplicas. En contraste,
las muestras del tratamiento sin proteinasa
K (SPK) mostraron las concentraciones mas
bajas de ADN (3-7 ng/ul), con cocientes A260/
A230 bajos, lo que sefala una alta proporcion
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de contaminantes. Las muestras obtenidas con
el tratamiento de 2g de ablandador de carne
presentaron concentraciones intermedias,
pero con una notable variabilidad en la pureza,
ya que solo una réplica alcanzé los valores
recomendados de A260/A230, mientras que
las demas evidenciaron contaminaciones. El
tratamiento de 1g se destaco por presentar un
equilibrio entre concentracion y pureza, con

Tabla 1

valores consistentes en todos sus replicados,
lo que sugiere una mayor reproducibilidad y
confiabilidad del protocolo. Finalmente, las
muestras obtenidas con 0.5g mostraron bajas
concentraciones de ADN, aunque dos de sus
réplicas presentaron cocientes de pureza muy
adecuados, mientras que una de ellas resulto
con un valor muy bajo en la proporcion A260/
A230 (tabla ).

Lecturas de espectrofotometria de tratamientos evaluados

Muestras Cc. (ng/ul) A260/280 A260/230  Muestras  Cc. (ng/ul) A260/280 A 260/230
CPK 88.30 165 0.00* 1g 15.27 177 171
CPK’ 81.00 175 2.50 19’ 12.61 2.09 11
CPK" 96.85 174 128 1g” 493 176 215
SPK 715 1.83 0.81 0.59 6.00 175 2.75
SPK' 392 219 0.00* 0.5g’ 7.22 174 3.06
SPK” 292 198 0.00* 0.5g" 4.29 234 0.00*

29 6.83 168 252
ple} 403 2.09 0.60
29" 6.43 223 0.79

Leyenda. CPK= Tratamiento proteinasa K, SPK=Sin proteinasa K, 2g= Tratamiento con ablandador de carne 2g, ig=Tratamiento

con ablandador de carne 1g, 0.5g=Tratamiento con ablandador de carne 0.59. El valor 0.00* indica que no se detecto valor de

absorbancia en longitudes de onda 230nm (10mn path), anexo 2.

En conjunto, los resultados permiten concluir
gue el tratamiento con 1g ofrece el mejor
balance entre rendimiento y pureza de
ADN, este balance puede ser atribuido a la
composicion del ablandador de carne, que
incluye ademas de la bromelina, sacarosa,
clorurode sodioy glutamato monosdédico, por lo
gue podriamos suponer que el tratamiento 29
contenia demasiados contaminantes, mientras
que el tratamiento 0.5g no tiene la suficiente
actividad proteica para diferenciarse del control
negativo, mientras el tratamiento 1g se sitda
entre ambos. El tratamiento con proteinasa
K, aunque altamente eficiente en cantidad,

requiere optimizacion para reducir la presencia
de contaminantes proteicos.

DISCUSION

Las proteasas son enzimas que catalizan la
hidrélisis de proteinas hacia los aminoacidos
gue lascomponen. Esta funcion esde interés en
diferentes procesos comerciales, industriales y
cientificos, incluyendo su uso en las extracciones
de ADN, en las que se ha estandarizado el uso
de proteinasa K como la principal proteasa
para digestion (Rawlings et al, 2018). Sin
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embargo, el elevado costo y baja accesibilidad
del compuesto lo hace poco accesible, por la
gue puede resultar conveniente considerar
otros compuestos capaces de realizar la
misma funcion que la proteinasa K y sean de
facil acceso. En el caso del presente estudio se
utilizd un ablandador de carne con la enzima
bromelina, la cual se encuentra naturalmente
en diferentes partes de planta de pina (Fissore
et al, 2023). Eychner y colaboradores (2015)
compararon la efectividad de digestion de
la bromelina, papaina y proteinasa K, sobre
distintas muestras para extraccion de ADN. Se
concluyd que, para muestras de sangre, saliva,
cera de oido, semen y leche materna, se puede
implementar el uso de bromelina de manera
satisfactoria como sustitutos de la proteinasa K.
Resultados similares se encontraron al utilizar
bromelina en muestras de oreja roedores,
aislando ADN de calidad suficiente para ser
amplificado por PCR (Gonzalez et al., 2015). Cabe
destacar que en ambos estudios se usaron
presentaciones de bromelina calidad reactivo y
calidad farmaco, respectivamente.

Si bien los resultados de este estudio
presentaron una concentracion de ADN
considerablemente baja al compararlo con
el efecto de la proteinasa K, cabe resaltar que
la pureza y concentracion obtenidas con el
tratamiento 1g es lo suficientemente alta
para su uso en aplicaciones posteriores a la
extraccion, ya que estas requieren entre 0.25y
25 ng de ADN gendmico para una reaccion de
25 ul (Thermo Fisher Scientific, 2025).

CONCLUSIONES

Este estudio demuestra que la bromelina,
presenteenablandadoresde carne comerciales,
puede actuar como una alternativa accesible y
econdmica a la proteinasa K para la extraccion
de ADN gendmico de tejido animal. Entre las
concentraciones evaluadas, el tratamientode1g
mostré el mejor equilibrio entre concentracion
Yy pureza, asegurando resultados reproducibles

y adecuados para aplicaciones moleculares
posteriores, como la PCR. Aungue la proteinasa
K sigue siendo mas eficiente en términos de
rendimiento absoluto de ADN, su uso implica
mayores costos y riesgo de contaminacion
proteica. Por lo tanto, la bromelina representa
una opcion viable para laboratorios con
recursos limitados, destacando la importancia
de optimizar tanto la concentracion de la
enzima como las condiciones de extraccion
para maximizar la calidad del ADN obtenido.
Se sugiere fuertemente la continuacion de esta
linea de investigacion, ya que medidas como la
purificaciondelabromelinaysuresuspensionen
soluciones con pH, salinidad y concentraciones
de cofactores adecuados podria mejorar la
accion de esta, pudiéndola asi convertir en un
sustituto de bajo costo y alta disponibilidad
con accion proteolitica indistinguible de la
proteinasa K, reduciendo asi los costos de un
gran numero de investigaciones y proyectos.
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ANEXO 1
Extraccién de ADN

Se tomaron fracciones de la punta de la cola
(0.5 cm de longitud y 0.8 mg de peso) de 3
ratones de la cepa Balb/C. Las muestras fueron
colocadas en tubos Eppendorf estériles con 180
ul de buffer de digestion gendmica PureLink®
vy 20 pl de proteinasa Ky ablandador comercial
a las concentraciones previamente descritas.
Las muestras de tejido fueron incubadas a
55°C con agitacion intermitente durante 4
horas y luego dejadas reposar durante toda la
noche. Posteriormente, las muestras fueron
centrifugadas a maxima velocidad (13,000 rpm)

ANEXO 2
Tabla 2

Valores de espectrofotometria por muestra

durante 3 minutos a temperatura ambiente para
eliminarlasparticulasnodisueltas.Elsobrenadante
se transfirid a un tubo de microcentrifuga, y se le
anadio 20 yl de ARNasa A con agitacion breve
en Vvortex, incubandose durante 2 minutos.
Transcurrido el tiempo, se agregd 200 ul de
buffer de unién/lisis genémica PureLink®
con agitacion en vortex. Seguidamente, se
adicionaron 200 ul de etanol (96-100%) y se
mezclod bien durante 5 segundos. Finalmente,
se procedié con la fijacion del ADN conforme
al protocolo especifico del kit PurelLink®,
utilizando las columnas de centrifugado y tubos
de recogida proporcionados.

Muestras CPK CPK CPK SPK SPK' SPK” 2g 29 2g” 1g 1g’ 1g” 0.5g 0.5g’ 0.5g”
Concentracion 8830 8100 9685 715 392 292 683 403 643 1527 1261 493 600 722 4.29
260nm
177 162 194 014 008 006 014 008 013 031 025 010 012 014 0.09
(10mMm path)
280nm
107 093 m 008 004 003 008 004 006 017 012 006 007 008 004
(10Mmm path)
230nm
000 065 150 184 000 000 005 013 016 018 023 005 004 005 003
(10Mm path)
260/280 ratio 1.65 175 174 183 219 1.98 168 209 223 177 209 176 175 174 2.34
260/230ratio 000 250 128 081 000 000 252 060 079 17 11 215 275 306 297
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