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ENRIQUECIMENTO PEPTÍDICO EM EXTRATOS DE SEMENTES GERMINADAS DE SOJA USANDO TÉCNICAS CROMATOGRÁFICAS DIVERSAS 
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Peptídios antimicrobianos (AMPs) vêm sendo explorados comercialmente como princípios ativos no desenvolvimento de agentes de defesa para plantas. Correspondem a uma estratégia de defesa eficiente, flexível, com consumo mínimo de energia e biomassa. Entretanto, apresentam-se em pequenas concentrações nos organismos, o que requer protocolos de purificação bem trabalhados para sua obtenção na forma purificada. Resultados prévios indicaram que extratos de sementes de soja (Glycine max [L.] Merrill) germinada por 48h (variedade UFV 16), parcialmente purificados, foram capazes de inibir de forma parcial e total o crescimento das bactérias fitopatogênicas Ralstonia solanacearum (Gram-negativa) e Clavibacter michiganensis subsp. ichiganensis (Gram-positiva), para os extratos após troca aniônica e catiônica, respectivamente. Esse trabalho visa otimizar a purificação de AMPs para posterior caracterização antimicrobiana e estrutural. O processo anterior consistia da extração por trituração em liquidificador e homogeneização em tampão com inibidores de proteases, fracionamento do sobrenadante com sulfato de amônio e aquecimento (80ºC/15 min) para precipitação diferencial de proteínas, seguindo-se diálise do sobrenadante, liofilização e separação por cromatografia de troca iônica (gerando frações catiônicas e aniônica). O novo protocolo manteve as etapas de extração e fracionamento salino, seguindo-se cromatografia hidrofóbica descontínua (Phenyl-Sepharose, diâmetro=2,0cm, h=50cm, fluxo 1,5mL.min-1, cinco passos de eluição) e de exclusão molecular (Sephadex G-50, diâmetro=1,5cm, h=145cm, fluxo 0,5mL.min-1). Os perfis cromatográficos inicialmente obtidos e monitorados por gel de eletroforese (SDS-Tricna-PAGE) apresentaram enriquecimento peptídico para os dois tipos de separação. O aquecimento gerou aglomerados peptídicos, levando à redução do rendimento, sendo esta etapa suprimida. Assim, a seqüência atualmente em uso consiste da extração, fracionamento salino, cromatografia hidrofóbica e gel filtração, que vem sendo desenvolvida exaustivamente para obter material para separação em C4 ou C18-RP-HPLC, para a realização de novos testes de atividade antimicrobiana, bem como caracterizações estruturais (MS, seqüenciamento). (FAPEMIG) 

