Extensión del Ejercicio 8
Para que entiendan mejor el problema.

a) Figura 5 (Zimograma): Se muestran las proteasas con actividad, o sea las de interés. Este gel es semidenaturante, por lo tanto las enzimas presentes están tanto en su forma denaturada, como en la nativa. Es por esto que en el caso de que una enzima esté constituida por un dímero, tetrámero, etc.; se presentaran bandas de diferentes pesos, como pasa en este caso. En la figura se ve una banda de 25 kDa y otra de 50 kDa. Con ello se puede deducir que la enzima está compuesta por un dímero de 2 cadenas de 25 kDa (banda representando su forma denaturada), y que la enzima tiene un peso de 50 kDa (su forma nativa).

Luego, viendo la figura 3, que consiste en un gel denaturante, sólo se aprecian las formas denaturadas de los componentes de la muestra. Es por esto que en el carril 4 hay una banda de 25 kDa (proteasa de interés) y otra de 90 kDa, un contaminante.

b) Si bien la cromatografía de intercambio aniónico elimina las proteínas cuyo pI es mayor a 8, aún permanece un contaminante de pI 6. Para que éste también fuera eliminado habría que realizar una cromatografía de intercambio aniónico pero con un pH menor al del pI del contaminante y mayor al de la proteína de interés: entre 3 y 6.

c) Si no se realiza la etapa de intercambio aniónico, lo que se tiene es la muestra A (carril 2 figura 3): aún no se han eliminado los contaminantes que fueron eluidos en un principio en la cromatografía de afinidad. Se tiene una muestra con contaminantes de muy variada y no se conoce el peso de la proteasa de interés, la filtración por gel no es la adecuada (además, se ve en la muestra A que hay contaminantes de peso muy similar a la proteasa). Lo adecuado es realizar una cromatografía de intercambio aniónico a pH 4.5, con lo que se queda con un contaminante (ver carril 2 de la figura 4: quedaría la proteasa de interés y el contaminante inmediatamente posterior).
