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Resumo

Lacases produzidas por fungos derivados de amostras marinhas sdo consideradas biotecnologicamente promissoras, pois podem
representar enzimas diferentes das produzidas por seus parceiros terrestres e possuem potencial aplicagdo biotecnoldgica em
ambientes ou processos salinos. O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito indutivo de ions cobre na sintese da enzima
lacase por duas linhagens: Nigrospora sp. (D2) e Arthopyrenia salicis (D4) isoladas da esponja marinha Dragmacidon
reticulata, bem como detectar as isoformas desta enzima através de técnicas moleculares. As amostras foram fermentadas em
frascos contendo 100 ml do meio MA2 + 3% de NaCl, incubadas a 28 oC a 150 rpm por 7 dias, filtradas a vicuo e mantidas em
estufa a 105 °C por 8 horas. A atividade da lacase foi determinada através da oxidagdo de seringaldazina (525 nm). Uma unidade
de atividade enzimatica foi definida pela alteracdo da absorbancia em 0.01 por minuto. Os respectivos DNA genomicos foram
extraidos, amplificados com os primers degenerados LAC3f/LAC3r, purificados, clonados em E. coli IM109 e sequenciados. As
sequéncias obtidas foram montadas em um contig e comparadas com sequéncias do Genbank (Blastx). Na concentragdo de 5 mM
de ions CuS04, foi observada uma clevagdo dos niveis enzimaticos e em concentragdes acima de 5 mM, houve um redugéo na
produgdo da enzima. No 5° dia de fermentacdo, Nigrospora sp. (D2) apresentou um valor maximo de lacase (25.2 U L-1) que foi
3.9 vezes superior ao valor obtido com o controle. Nas concentragdes de 1mM e 10 mM de CuSO4 houve um aumento de 2.6 e
3.0 vezes em relagdo ao controle, respectivamente. Em adico, a producdo desta enzima pelo fungo Nigrospora sp. (D2) foi 2.8
vezes superior a produgdo obtida com 4. salicis (D4). Uma isoforma da enzima foi identificada a partir da amostra de Nigrospora
sp. (D2) e trés isoformas a partir da amostra A. salicis (D4), as quais apresentaram similaridade de sequéncia entre 45 ¢ 100% com
lacase de um ascomiceto marinho Clavariopsis aquatica. Os resultados derivados do presente trabalho estimulam estudos
subsequentes de otimizag@o e caracterizacdo das lacases produzidas pelos dois fungos ascomicetos recuperados de ambiente
marinho. Apoio: FAPESP e Micoteca da Universidade do Minho.



