ANEXO -1

ISOLAMENTO DE Actinoplanetes

.

Amostra  16h @ 1h .
desolo ——* R
T.A. 28-30°C
Indugao da
mobilidade e
liberagao
dos esporos
1h 100 L
— —

28-30°C

ACT
1mL de agua esterilizada

7-21dias Formacao
—_— —» deesporos

30°C (5 vezes)

KCI 0,01mol/L em

tampao fosfato 0,01mol/L

7-21 dias Colénias

caracteristicas
30°C

Microrganismos
purificados




ANEXO- 2

DETERMINA(;.&O DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Cultivo em Placas
(ACT e MPE)

“plugs” l Preparo dos “plugs”

-'-.-
Posicionamento dos “plugs”

- @
sobre cultivos em tapete dos

/ l \‘ microrganismos indicadores

e incubagao em estufa

g———2 Formacéo
O de halos
S——_—""7J deinibigao

Rhodococcus equi  Staphylococcus aureus Bacillus cereus
CCT 0541 ATCC 25923 ATCC 14579




ANEXO -3

PRODUCAO E EXTRACAO DA SUBSTANCIA BIOATIVA

+ Etanol
absoluto
umum
% :
Massa —
+50mL micelial
Caldo
ACT
Fermentagio l /‘
48h 14 dias
30°C 3o C
180 rpm 180 rpm
— —_—
15mL
Caldo ACT \
Reativacio
do micélio Extrato
agquoso ~—

Extrato
3 etanélico
5
= + 1mL
Etanol
absoluto
Rotavapo™™ ) S Precipitado l
+ \' EXTRATO
o == ETANOLICO
+ 10mL Rotavapor ERUTO
acetato /‘ P
de etila
l Fase
/ﬁ organica

~+Fase organica
~+Fase aquosa
(desprezar)




ANEXO -4

DETERMINA(;AO DA ATIVIDADE CITOTOXICA DO EXTRATO

ETANOLICO BRUTO FRENTE A Artemia salina

Artemia salina etandlico bruto

48h - 30°C F-i +200 UL DMSO
-

Luz e aeracao cte +10 mL salina

Ovos de 1 l +200 L extrato

Salina Eclosao =
3,5% NaCl das larvas "
de A. salina Solugio estoque
20.000 ppm
— ‘ —
1,0 mL
da diluigao .
. = _. | +10 nauplius 24h - 30°C Contagem de
' J J J) \_J de Asalina T » nauplios mortos
20.000  10.000  5.000 2.500 GULESIR. MOY TS
Ppm Ppm Ppm PpmM
% mortalidade = n° mortos ou iméveis x100

n° total de A. salina




