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Capítulo 4. Determinación 
de las proteínas del suelo reactivas 

a Bradford - BRSP (glomalina)

Germán L. Pérez, Andrea A. Sirio, 
Cristina E. Sotelo y Sebastián Carnicer

La glomalina es una glicoproteína relacionada a los hongos mico- 
rrízicos (endomicorrizas). Los hongos micorrizícos arbusculares 
son microrganismos que se asocian simbióticamente a la mayoría 
de las plantas y se detectan a nivel de raíz. Esta relación beneficia 
a la planta en aspectos relacionados a la nutrición e hidratación, 
entre otros, y se da gracias al aumento de la superficie explora
da por medio de las hifas de las micorrizas. Existen dos tipos de 
micorrizas: las ectomicorrizas, que se encuentran en la superficie 
radical, y las endomicorrizas, que se extienden en el micelio dentro 
del tejido radical. Esta infección es sensible a las condiciones edá- 
ficas y puede evaluarse para establecer relaciones de fertilidad y 
estado nutricional de la planta, como así también utilizarse como 
indicador ambiental. La medición de este parámetro (glomalina) 
puede realizarse por diferentes métodos: por el método de Brad
ford y por el Elisa (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay), entre 
otros. Este parámetro es útil como indicador de manejo de suelos, 
ya que tiene un importante papel en su agregación y como alma
cén de carbono.

Las micorrizas vesículo arbusculares son microorganismos bió- 
trofos obligados y pertenecen al Phylum Glomeromycota, estas 
especies de hongos se encuentran ampliamente distribuidas en 
el ecosistema terrestre y forman una relación simbiótica con más 
del 80% de las especies vegetales (Shüpler y Walker, 2001; He et 
al., 2020). En esta relación, la planta otorga a las micorrizas los 
polisacáridos necesarios para su desarrollo y, como contraparte, 
estos hongos ayudan a la nutrición de las plantas al aumentar el 
volumen de suelo a explorar gracias a las hifas que generan (Borie 
y Rubio, 1999; Frioni, 2006; Grümberg et al., 2010; Rodríguez-Yon 
et al., 2020).
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Desde el punto de vista edáfico o de la salud del suelo, se encontró 
una relación positiva entre estos microorganismos, la estabilidad de 
los agregados y el contenido de carbono, debido a una glicoproteína 
que estos organismos producen y que tiene ciertos efectos benéfi
cos sobre algunas de las propiedades edáficas (Wright y Anderson 
2000; Purin y Klauberg Filho, 2008; Rodríguez-Yon et al., 2020).

Un ejemplo de estas glicoproteínas son las que Wright y Upadh- 
yaya en 1996 denominaron glomalina, en referencia a su ocurrencia 
exclusiva en el orden glomales, que incluía las micorrizas arbuscu
lares según la clasificación de Glomeromycetes en ese momento. 
Esta molécula de alta estabilidad, que está compuesta por proteínas 
y azúcares, tiene características recalcitrantes e hidrofóbicas. Las 
mismas son exudadas por las hifas de estos hongos que luego se 
depositan en la pared más externa de las mismas. En las raíces co
lonizadas y a medida que senescen, lo hacen sobre las partículas del 
suelo de la rizósfera. Al ser hidrofóbicas y tener características ce
mentantes, ellas favorecen la estabilidad y el proceso de agregación 
del suelo y son parte del reservorio o stock de carbono (se acumula 
llegando a representar hasta el 5% del carbono total) y nitrógeno 
(Rillig et al., 2003; González-Chávez, Gutiérrez-Castorena y Wright, 
2004; Treseder y Turner, 2007; Huidobro y Pérez Brandán, 2011; 
Rodríguez-Yon et al., 2020).

Esta molécula se encuentra fuertemente adherida tanto en la 
superficie como en el interior de los micro y macroagregados, lo
grando una vida media de entre 7 y 42 años, siendo mayor a la vida 
media de otros productos metabólicos de origen microbiano del 
suelo (Nichols, 2003; Rodríguez-Yon et al., 2020).

Diversos estudios indican una relación entre estas glicoproteí- 
nas y distintas situaciones de uso o manejo del suelo, encontran
do mayor concentración en los suelos en condiciones prístinas o 
de manejos sustentables, al compararlos con sistemas de manejo 
intensivo o poco conservacionista (Wright y Anderson, 2000; Pu
rin y Klauberg Filho, 2010; Rodríguez-Yon et al., 2020).

Este método cuantifica la proteína del suelo relacionada con la 
glomalina y reacciona con el compuesto de Bradford. Esta pue
de extraerse del suelo o de las hifas de los hongos, obteniéndose 
dos fracciones según el procedimiento de extracción empleado. 
Para su evaluación, se divide a esta proteína en dos, la Glomali- 
na Fácilmente Extraíble (GFE), que corresponde a un material 
recientemente producido y depositado en el suelo y de natura
leza muy lábil, y la Glomalina Total (GT), integrada por las pro
teínas fuertemente unidas a las partículas del suelo, producidas 
y excretadas en un período de tiempo mayor (González-Chávez,

D e t e r m i n a c i ó n  d e  l a s  p r o t e í n a s  d e l  s u e l o  r e a c t i v a s  a  B r a d f o r d  - B R S P  (g l o m a l i n a ) . 153



Gutiérrez-Castorena y Wright, 2004; Lovelock et al., 2004; Rodrí
guez-Yon et al., 2020)1.

Dado que esta proteína puede no solo determinarse, sino tam
bién dividir el estudio para su interpretación (GFE y GT) y su sen
sibilidad a las distintas situaciones de manejo del suelo, es que la 
cuantificación de esta proteína es un parámetro importante a la 
hora de evaluaciones edáficas con fines ambientales (Pérez et al., 
2020; Rodríguez-Yon et al., 2020). Este capítulo está basado en 
metodologías propuestas por Wright y Upadhyaya (1996, 1998) y 
por Bradford (1976), con algunas modificaciones realizadas en el 
Instituto Agrotécnico Pedro M. Fuentes Godo de la Universidad 
Nacional del Nordeste.

4.1. Fundamento del método

El ensayo de Bradford (1976) se fundamenta en la unión del colo
rante azul de Coomassie G-250 con las proteínas. La forma azul 
(más aniónica) del colorante, que se une a la proteína, tiene una 
absorbancia máxima a 590 nm. Por lo tanto, la cantidad de proteí
na puede ser estimada por medición de la cantidad de colorante 
en la forma iónica azul. Esto es usualmente alcanzado al medirse 
la absorbancia de la solución a 595 nm.

El colorante parece unirse más fuertemente a residuos de ar- 
ginina y lisina, y en menor extensión a residuos de histidina y

1. Es menester tener presente que los términos utilizados para referirse a 
las distintas fracciones de glomalina deben considerarse con mucho cuidado 
debido a la coextracción de sustancias orgánicas que interfieren en el método 
de Bradford y tienen potenciales reacciones cruzadas en inmunoensayos. Por 
esta razón, Purin y Klauberg (2008), adaptando lo expuesto por Rilling (2004), 
proponen denominar las extracciones de la siguiente manera: BRSP (Proteína 
Total Reactiva por el Método de Bradford) en reemplazo de «glomalina total» 
y EE-BRSP (Proteína Reactiva Fácilmente Extraíble por el Método de Bradford) 
en reemplazo de «glomalina fácilmente extraíble». Esto es debido a que el 
método de Bradford no es específico para una única proteína. Asimismo, en 
el caso de determinaciones de anticuerpos, IRSP (Fracción de BRSP Reactiva 
al Anticuerpo Monoclonal MAb 31 bii) es reemplazo de «IRTG» (Glomalina 
Total Inmunoreactiva) y EE-IRSP (Fracción de EE-BRSP Reactiva al Anticuer
po Monoclonal MAb 3ibii) en reemplazo de «IREEG» (Glomalina Fácilmente 
Extraíble Inmunoreactiva). Esto es debido a que hay posibilidad de reactividad 
cruzada con el anticuerpo. En este capítulo se denominará solo «glomalina», 
pero se debe tener presente que en la determinación hay otras proteínas del 
suelo relacionadas.
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aromáticos (triptófano, tirosina y fenilalanina). Esta especificidad 
puede llevar a variaciones en la respuesta del ensayo a diferentes 
proteínas, siendo este su principal inconveniente.

En general, la proteína usada para construir la curva patrón 
debe ser la misma que la que está siendo determinada. Frecuente
mente esto no es posible y la respuesta del colorante con la mues
tra es relativamente cuantificada como una proteína genérica. La 
albúmina bovina sérica es comúnmente usada como proteína es
tándar, porque es económica y se consigue fácilmente en su forma 
pura. El argumento más fuerte para el uso de esta proteína es que 
permite que el resultado sea comparado directamente con aque
llos estudios previos que también han usado esta proteína.

El complejo proteína-colorante debe reaccionar por un deter
minado tiempo para que se desarrolle por completo el color. La 
velocidad de formación de este complejo es dependiente de la 
temperatura, y en la medida que la temperatura del reactivo au
menta, también aumenta la absorbancia de la mezcla ensayada. 
Por lo tanto, es importante que el reactivo de Bradford se encuentre 
a temperatura ambiente al inicio del ensayo. Sin embargo, con el 
tiempo se forman agregados de proteína-colorante que se vuelven 
precipitados visibles y que interfieren con la precisión de la medida 
espectrofotométrica del complejo proteína-colorante. Esto usual
mente no es un problema en la primera hora luego de la adición del 
reactivo de Bradford, pero si un precipitado visible se ha formado 
antes de la medición, el ensayo debe ser repetido y la absorbancia 
medida antes que suceda esto nuevamente (Walker, 2009).

4 .2 . OBJETivos DE LA DETERMiNAOióN

La importancia de determinar el contenido de glomalina es que la 
misma está altamente relacionada con la estabilidad de los agre
gados, funciona como un pegamento de las partículas del suelo 
al mejorar la estructura e influir en la aptitud frente a la erosión y 
pérdida de agua.

Por otra parte, la glomalina es un reservorio de carbono del suelo, 
siendo esto importante a nivel ambiental. Una de sus fracciones es 
muy sensible a los cambios en el manejo de los agroecosistemas, lo 
que le confiere aptitudes como indicador biológico.

Actualmente, hay interés por correlacionar los niveles de gloma- 
lina en el suelo con otros parámetros físico-químicos y biológicos, 
existiendo aún pocos estudios al respecto.

La cuantificación de proteína es una técnica rápida, objetiva, 
barata y relativamente fácil de realizar.
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4.3. Eq u íp a m íe n t o  y  m a t e r ía l e s

Los siguientes reactivos, materiales y equipos son necesarios para 
cada etapa de la determinación de la Glomalina Fácilmente Ex- 
traíble (GFE ) y Glomalina Total (GT):

4.3.1. Confección y la curva patrón
Para la confección de la curva patrón, son necesarios los siguien
tes reactivos, materiales y equipos:

• Reactivos: albúmina bovina, reactivo de Bradford y agua 
destilada y/o desionizada.

• Materiales: matraz aforado (50 ml), tubos de ensayo (7 o 
más), vasos de precipitados (4) y tips (0,1, 1 y 5 ml).

• Equipos: micropipetas automáticas (0,1, 1 y 5 ml), espectro- 
fotómetro y cubetas de vidrio o cuarzo.

4.3.2. Extracción de Glomalina Fácilmente Extraíble (GFE) y 
Glomalina Total (GT)
Se requieren los siguientes materiales y equipos:

• Materiales: tamiz (2 mm), tubos tipo Falcon (15 ml), tubos 
tipo Falcon (50 ml), probeta graduada (10 ml), tubos Eppen
dorf (1,5 ml), papel aluminio y cesto metálico para tubos.

• Equipos: balanza analítica de precisión, autoclave, centrífu
ga (3500 rpm), micropipetas automáticas (5 y 10 ml), espec- 
trofotómetro y cubetas de vidrio o cuarzo.

4.3.3. Lectura de las muestras
Se requieren los siguientes reactivos, materiales y equipos:

• Reactivos: reactivo de Bradford y agua destilada y/o desio
nizada.

• Materiales: tubos de ensayo (7 o más), vasos de precipitados 
(4) y tips (0,1, 1 y 5 ml).

• Equipos: micropipetas automáticas (0,1, 1 y 5 ml), espectro- 
fotómetro y cubetas de vidrio o cuarzo.

4.3.4. Recomendaciones preanalíticas
Las recomendaciones son las siguientes:

a. Condiciones ambientales del lugar de trabajo y medidas 
de seguridad del personal de laboratorio. El trabajo de 
laboratorio debe realizarse con adecuada luz y ventilación.
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Se debe usar guardapolvo, guantes, barbijo y gafas protec
toras.

b. Acondicionamiento del material de laboratorio. Lavado 
de todo el material con agua corriente 3 veces y 1 vez con 
destilada.

c. Preparación de las muestras de suelo para el análisis. Se
deben seguir los siguientes pasos:
c.1. Una vez la muestra de suelo llega al laboratorio, se seca 

al aire colocándola en una bandeja plástica sobre la 
mesada con ambiente ventilado, luego es molida con 
mortero y pilón de porcelana, y tamizada por malla de 
2 mm (tamiz N° 10).

c.2. Las muestras de suelo, una vez acondicionadas, se colo
can en recipientes limpios de plástico o bolsas resisten
tes. Si no se analizarán en el corto tiempo, se recomien
da guardarlas refrigeradas a 4 °C.

4.4. Preparacíón de solucíones

A continuación, se detallarán las soluciones necesarias y los pa
sos para alcanzar la concentración y características requeridas.

Sodio citrato 20 mM (para preparar una solución de 1000 ml, Fi
gura N° 1) (Na3C6H5O7) o (Na3C6H O 7.2HO):

1. Calcular la cantidad necesaria de sodio citrato según se en
cuentre o no hidratado (1 mM de sodio citrato anhidro son
258.06 mg; en el caso de sodio citrato 2-hidrato, serían 294,06 
mg) para preparar una solución de 20 mM.

2. Disolver, una vez pesado, un poco en un vaso de precipitado, 
se lleva con ayuda de un embudo y se trasvasa a un matraz.

3. Llevar a volumen con agua destilada (matraz de 1000 ml).
4. Verificar que la solución tenga pH 7,00 (corregir con un ácido 

o base según corresponda).

Sodio citrato 50 mM (para preparar una solución de 1000 ml) 
(Na C H O ) o (Na C H O .2H O):3 6 5 7 3 6 5 7 2 1

1. Calcular la cantidad necesaria de sodio citrato según se en
cuentre o no hidratado (1 mM de sodio citrato anhidro son
258.06 mg; en el caso de sodio citrato 2-hidrato, serían 294,06 
mg) para preparar una solución de 50 mM.

D e t e r m i n a c i ó n  d e  l a s  p r o t e í n a s  d e l  s u e l o  r e a c t i v a s  a  B r a d f o r d  - B R S P  (g l o m a l i n a ) . 157



2. Disolver, una vez pesado, un poco en un vaso de precipitado, 
se lleva con ayuda de un embudo y se trasvasa a un matraz.

3. Llevar a volumen con agua destilada (matraz de 1000 ml).
4. Verificar que la solución tenga pH 7,00 (corregir con un ácido 

o base según corresponda).

Tabla N° 1. Composición del reactivo de Bradford

Reactivo Cantidad

Agua desionizada hasta 1000 ml

Azul de Coomassie G-250 100 mg

Ácido fosfórico 85% 100 ml

Etanol 95% 50 ml

Para su preparación, realizar los siguientes pasos:

1. Disolver en un matraz el azul de Coomassie con el etanol.
2. Agregar el ácido fosfórico con cuidado (reacción exotérmica).
3. Llevar a volumen en un matraz de 1 litro con agua desionizada.
4. Enrasar, esperando, en caso de que sea necesario, la desapari

ción de la espuma que suele generar al agregar agua.

El reactivo se debe filtrar con papel de filtro Whatman N° 1 y 
luego almacenarlo en una botella color caramelo en la heladera. 
Es estable por varias semanas. Antes de usar, sacarlo a tempera
tura ambiente. Durante el período que el colorante esté guardado, 
puede precipitar, por lo que debe filtrarse antes de usar.

Solución stock de albúmina. Se pesan 50 mg de albúmina bovina 
(esta se conserva en heladera a 4 °C), se lleva a un matraz aforado 
de 50 ml y se enrasa con agua destilada.

• Agregar el agua por las paredes del matraz, evitando la forma
ción de espuma, ya que luego esta tarda en desaparecer.

• Anotar la fecha de preparación de los reactivos.
• Guardar en la heladera.

4.5. Procedímíento

A continuación, se detallarán los pasos a seguir para la extracción 
y determinación de la BRSP.

Figura N° 1. Preparación de las 
soluciones de sodio citrato.
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4.5.1. Confección de la curva patrón y lectura de muestras
Para comenzar, realizaremos un curva patrón a la que referir los 
valores obtenidos de las muestras:

1. Tomar con la pipeta volúmenes por triplicado de 10, 20, 40, 
60, 80 y 100 pl de una solución madre de albúmina de 1 mg/ 
ml de concentración en tubos de ensayo (la absorbancia de 
una solución de albúmina bovina de concentración 1 mg/ 
ml es de aproximadamente 0,60, ver Tabla N° 2) para la cur
va de calibración.

2. Llevar a un volumen final de 100 pl con agua destilada.
3. Pipetear en un tubo 100 pl de agua destilada como blanco.
4. Agregar 5 ml de reactivo de Bradford a cada tubo, mezclar 

bien por inversión o suavemente vorterearlo. Evitar la for
mación de espuma, que lleva a una baja reproducibilidad.

5. Medir la absorbancia a 595 nm, luego de los 5 minutos de 
agregado el reactivo y antes de los 60 minutos.

Tabla N° 2. Proporciones de los reactivos para realizar la curva patrón y 
la concentración de la proteína (|jg /|jl) en cada dilución

Blanco P1 P2 P3 P4 P5 P6

H2O destilada (|jl) 100 90 80 60 40 20 --

Patrón (|jl) 10 20 40 60 80 100

Concentración de 
proteína (pg/pl)

Reactivo de Bra
dford

0 10 20 40 60 80 100

5 ml 5 ml 5 ml 5 ml 5 ml 5 ml 5 ml

La curva de calibración no es lineal, y las absorbancias precisas 
varían dependiendo del tiempo del reactivo de Bradford (desde su 
preparación). Consecuentemente, es esencial construir una curva 
de calibración para cada ensayo.

En la Figura N° 2 vemos un ejemplo con el R2 y la ecuación de 
la recta.
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1. Usar cubetas plásticas (descartables) o de vidrio, que deben 
estar limpias y libres de detergente. No deberían usarse cu
betas de cuarzo, ya que el reactivo de Bradford se une a este 
material e interfiere en el ensayo. Trazas de colorante que 
se encuentren en vidrio o plástico pueden removerse con 
lavados con metanol o soluciones de detergente.

2. Lavar la cubeta con etanol entre las tandas de lecturas (se 
va coloreando con el reactivo).

3. Usar siempre el mismo reactivo de Bradford para las deter
minaciones de las muestras y la curva patrón; si se termina 
y se prepara otra solución, se debe volver a determinar la 
curva patrón.

4. Colocar papel de diario en la mesada donde se trabaja por
que el reactivo de Bradford mancha al realizar las lecturas 
en el espectrofotómetro.

Figura N° 2. Ejemplo de curva patrón relacionando concentraciones 
de proteína y absorbancia.

4.5.2. Procedimiento de extracción y medición de glomalina
Para la extracción de glomalina, se procede según el siguiente es
quema:
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Figura N° 3. Esquema para la extracción de glomalina.

En la determinación de glomalina se realiza el procedimiento 
descripto a continuación:

Figura N° 4. Esquema para la determinación de glomalina.

4.5.3. Extracción y determinación GFE

Una vez secadas las muestras de suelo al aire, los pasos son:

1. Pesar 0,25 g de suelo en un tubo plástico de 15 ml, por tripli
cado por muestra.

2. Agregar 2 ml de citrato de sodio 20 mM (con el pH verifica
do) a cada tubo.

3. Agregar un tubo como blanco, sin suelo, solo con citrato de 
sodio.

4. Cubrir con papel aluminio cada tubo o con la tapa floja.
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5. Autoclavar 30 minutos a 121 °C y 1 atm.
6 . Dejar enfriar los tubos a temperatura ambiente. La solución 

obtenida tendrá una coloración marrón, cuya intensidad 
estará relacionada a la cuantificación.

7. Centrifugar a 1000 rpm por 5 minutos. La centrifugación es 
solo para formar un pellet de suelo y puede hacerse entre 
3000-10000 xg.

8 . Sacar el sobrenadante y colocarlo en un Eppendorf de 1,5 
ml (se puede guardar a 4°C hasta una semana).

9. Pipetear en un tubo de ensayo 100 ql de la muestra problema.
10. Agregar 5 ml de reactivo de Bradford a cada tubo, mezclar 

bien por inversión o suavemente vorterearlo. Evitar la for
mación de espuma.

11. Medir la absorbancia a 595 nm, luego de los 5 minutos de 
agregado el reactivo y antes de los 60 minutos.

4.5.4. Extracción y determinación GT

A partir de las muestras de suelo secas al aire, se procede de la 
siguiente manera:

1. Pesar 0,25 g de suelo en un tubo plástico de 15 ml, por tripli
cado por muestra.

2. Agregar 2 ml de citrato de sodio 50 mM (con el pH verifica
do) a cada tubo.

3. Agregar un tubo como blanco, sin suelo, solo con citrato de 
sodio.

4. Cubrir con papel aluminio cada tubo o con la tapa floja.
5. Autoclavar 60 minutos a 121 °C y 1 atm.
6 . Dejar enfriar los tubos a temperatura ambiente.
7. Centrifugar a 1000 rpm por 5 minutos.
8 . Medir el volumen del líquido sobrenadante en una probeta 

graduada de 10 ml.
9. Guardar a 4 °C (en heladera) en tubos Falcon de 50 ml.
10. Volver a colocar 2 ml de citrato de sodio 50 mM en el tubo 

con suelo anteriormente autoclavado.
11. Repetir los puntos del 6 al 10 hasta que el extracto quede 

transparente, de manera que se pueda observar fácilmente 
a través de él. Los extractos de una muestra se van recolec
tando en el mismo tubo Falcon de 50 ml.

12. Pipetear en un tubo de ensayo 100 ql de la muestra pro
blema.

13. Agregar 5 ml de reactivo de Bradford a cada tubo, mezclar 
bien por inversión o suavemente vorterearlo. Evitar la for
mación de espuma.

Figura N° 5. Tubos Falcon con 
suelo y citrato de sodio luego de 
un ciclo de autoclavado.

D e t e r m i n a c i ó n  d e  l a s  p r o t e í n a s  d e l  s u e l o  r e a c t i v a s  a  B r a d f o r d  - B R S P  (g l o m a l i n a ) 162



14. Medir la absorbancia a 595 nm, luego de los 5 minutos de 
agregado el reactivo y antes de los 60 minutos.

4.6. C á l c u l o s

Para realizar los cálculos, pasar los valores de las lecturas de la 
curva a Excel siendo: el eje «y» correspondiente a las lecturas de 
absorbancia a 595 nm y el eje x, la concentración de albúmina en 
yg (ver Figura N° 2). Luego, hacer el gráfico de dispersión y agregar 
línea de tendencia, presentar ecuación del gráfico y el valor de R2 
(que deberá ser 0,99 o superior).

De la ecuación a+bx se despeja «x» y queda: i  =
Esos valores obtenidos de concentración (¡ug) corresponden a 

100 gL de extracto, calcular para los ml totales de extracto:

(igPr-oteínn —  = ------ —
I iL b

Donde: y  es la lectura de la absorbancia, a es la ordenada al ori
gen y b es la pendiente.

Donde: Ve es el volumen (qL) de solución de extracción y Vp, el 
volumen (qL) de solución problema.

Finalmente, convertir la unidad para expresarlo en mg.g- de 
suelo.

En resumen. Esta determinación es una herramienta que puede 
ayudar a poner en evidencia los efectos de disturbios ambientales 
en la vida del suelo asociada a la actividad de hongos micorrízicos 
arbusculares.
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