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STAIN-susSTAinable INk

PROJECT: The STAIN project focuses on the production of a "sustainable ink"
or "bioink", completely manufactured from natural products, and exhibiting a
highly-stable color. However, the oxidation of these natural products frequently
results in the alteration of their original color, which limits their current use as
bioinks. Therefore, solving this oxidation bottleneck will facilitate the use of
natural products as inks in printer cartridges, markers, cosmetics solutions and
textile dyeing. This research project will be carried out by the Alpajes Anranjuez
High School Team in the Department of Biochemistry and Molecular Biology of
the Biology Faculty of the Complutense University of Madrid (UCM).

MAIN GOAL: The Alpajes Aranjuez High School Team will participate in the
“International Genetically Engineered Machine” competition (iGEM 2019) with
the STAIN project. However, this participation has basically an educational
objective, given that the development of the outlined research project will result
in the development of transversal competences in the students, allowing them
to face new challenges. Moreover, through this project the students will develop
strategies and pedagogical materials useful to the entire educational community.
Likewise, this project seeks to encourage students to take an interest in science
and research, basic pillars in the advancement of society.

iIGEM: iGEM is worldwide synthetic biology competition for pre-graduate
and high school students (about 6,000 students from around the world)
that annually takes place at the Massachusetts Institute of Technology
(MIT) in Boston, USA. Multidisciplinary teams work for about 3 months
during summer, inside and outside of a laboratory, on a project using
genetically modified systems provided by iGEM, the so-called BioBricks.
All projects are then presented in Boston, this year from October, 31st to
November, 4.

The Team:

The team, registered in iGEM as MADRID_UCM_HS, consists of 9 high
school students (5 Girls/ 4 Boys) from the IES Alpajés (Aranjuez, Madrid, 15t
year of Bachillerato in scinece and technology programs), coordinated by Juan
Carlos Cambronero Madrid (principal of the IES Alpajés), Javier Medina
Dominguez (head teacher of the sciences department at the IES Alpajés) and
the researchers Dr. Mercedes Echaide Torreguitar (Biology Faculty; Dept.
of Biochemistry and Molecular Biology, UCM), Dr. Paolo Natale
(Chemistry Faculty; Dept. of Physical Chemistry, UCM) and Dr. Laura
Rodriguez Arriaga (Higher Technical School of Industrial Engineers, Dept. of
Chemical and Environmental Industrial Engineering, Polytechnic University of
Madrid).




Normas basicas de seguridad

En el laboratorio existen peligros, especialmente si no se cumplen las normas de seguridad.
En ocasiones pueden utilizarse mecheros de gas y otras fuentes de calor, o productos que
pueden ser toxicos o inflamables, por ejemplo, y cuyo manejo puede resultar peligroso para
quien trabaja y/o para quienes comparten el laboratorio. Pero los accidentes en general
suceden por el manejo inapropiado de productos o equipamiento, y son debidos a
cuestiones como que no se siguen las normas de seguridad o de operacion de los equipos,
no se presta la debida atencion o se realizan experimentos no autorizados. Por ello es muy
importante trabajar en todo momento de forma responsable,

con concentracion y precaucion, y conocer y cumplir las normas basicas de seguridad que
se enuncian a continuacion:

i

10.

11.

12.

13.
14.

No se permite realizar experimentos no autorizados por el profesor. Nunca se permite trabajar s6lo
en el laboratorio.

No dejar sin vigilancia ninguna reaccién quimica, incluidos los mecheros encendidos.

Siga siempre las instrucciones de seguridad adicionales recogidas en el guion de practicas, en los
envases de los productos, en los equipos y en el laboratorio, asi como los consejos y avisos dados por
el instructor durante la realizacién de la practica.

En todo momento deben utilizarse gafas de seguridad de laboratorio. Si el alumno no lleva las suyas,
en el laboratorio habra unas disponibles. Deben evitarse las lentes de contacto, pues pueden agravar
algunos accidentes. Especialmente si se manejan solventes orgénicos volatiles, no deben usarse
lentes de contacto.

En cuanto a la vestimenta, es conveniente llevar la menor cantidad de piel expuesta a posibles
salpicaduras. Por ejemplo, se recomienda no llevar sandalias o calzado abierto. La ropa debe ser
recogida, sin vuelos, y no deben llevarse pulseras, colgantes, bufandas o pafiuelos de cuello holgados,
para reducir el riego de enganches que provoquen accidentes. Por estos motivos, y para proteger
también la ropa, es obligatorio llevar y utilizar bata de laboratorio (abrochada).

El pelo largo debe ir recogido para reducir riesgos.

Averiglie desde el primer momento la localizacién en el laboratorio de las salidas y de los principales
elementos de seguridad (ducha, lavaojos, extintor...).

Esta prohibido comer, mascar chicle y beber en el laboratorio (ni siquiera agua).

Deben lavarse con agua y jabén las manos después de terminar las practicas.

En la mesa de laboratorio sélo puede estar el material en uso, la calculadora y el cuaderno o el
ordenador portatil. Todo lo demas (ropa, mochilas, bolsos, libros, carpetas...) deben situarse en el
lugar indicado por los instructores para evitar riesgos.

Abra siempre con cuidado y atencién los envases de productos quimicos. Cierre siempre los envases
cuando no se usen. No devuelva los reactivos sobrantes al envase original salvo que lo autorice
expresamente el instructor.

Nunca huela ni toque los productos quimicos, y si se desprenden vapores (y siempre que se le
indique) use las vitrinas con extraccién de gases. Para manejar productos quimicos use guantes,
disponibles en el laboratorio.

Nunca pipetee con la boca.

Tenga especial cuidado al introducir material de vidrio, como pipetas o termémetros, en dispositivos
como aspiradores o acopladores. Debe hacerse con cuidado, con lubricacién con agua si es posible,
manteniendo la mano a 3 cm como méximo del extremo a insertar y sin brusquedades, para evitar
roturas que pueden causar cortes o pinchazos.




15.
16.
17.
18.
19,

20.
21.

22.

23.
24,

Extreme las precauciones y el cumplimiento de las instrucciones cuando caliente algo o maneje
equipamiento que pueda estar caliente.

Asegurese de que esta suficientemente frio antes de manejarlo. Jamas caliente un recipiente cerrado.
Nunca dirija la parte abierta de un tubo de ensayo hacia si mismo o hacia los compafieros.

Visitas y salidas: esta prohibida la entrada en el laboratorio a toda persona ajena al mismo. Avise al
instructor si tiene que salir.

Al terminar el trabajo, asegurese de que los aparatos estdn apagados, de que agua y gases estan
cerrados y de que todos los materiales

estdn limpios y correctamente recogidos.

Todos los residuos se retiran a los contenedores indicados para sélidos y liquidos. Ningun residuo se
vierte por la pila.

No toque ningtin equipo o material presente en el laboratorio que no esté relacionado con el trabajo
que se esta realizando.

Ante cualquier duda o incidente, pregunte o avise al instructor.

Si se conoce alergia a algiin producto quimico que se vaya a utilizar en el laboratorio, debe
comunicarse al instructor.

En caso de accidente, avise inmediatamente al instructor y a los compaiieros y, ademas:

Si un producto quimico cae en la mesa o el suelo, avise, informe de su naturaleza y colabore en la
limpieza siguiendo las instrucciones.

Si hay contacto en la piel o en el ojo con un producto quimico téxico, irritante o corrosivo, o
desconocido, avise y lave con abundante agua. Si es en el ojo no dude en usar la ducha lavaojos. Si el
instructor se lo indica, no dude en usar la ducha.

En caso de prenderse la ropa o el pelo, de usted o de un compafero, intente apagarlo
inmediatamente con agua o un material ignifugo.

En caso de rotura de material limpio, por ejemplo de vidrio, recoja inmediatamente los restos con el
material adecuado (no con la mano).

En caso de otros accidentes, avise y siga las normas y procedimientos de seguridad del centro, que
se encontrardn en el laboratorio




Experiment CARANDANDS) .

{) Tntwramoes los arandoaos eateros pem no
coc\se%w;mos el color el ,

2) Pelamos los arandoacs y friturosnes o pel
en wun morterp |,

3) AAcdunos LL%\JQ a la wada y la filtcavies
on Jowen Aliicuéncola en T tubos Talcon
ehigutiadess (noada, yeant, Gscorbic add )

) Guardacos lan suesiran en el Pnﬁan’.ﬁco .

5) Dindumos en cinto fusos (1,2, 3,4, 5) o

b [coror]l | evapural
@ 1oma - lomt + O™l
@ loae = rsel v 2tsud
@ ‘O\\\,L < SMrQ- + Sl
@ to b . 2SR+ TSl
@ 1oml - Ont  + ot .

6) Cemmru.gms :

Date: 11 /06/2019




LqeoLt - 4
R-1qoei12-<

B_ 190612 |
& 1qo6i2 - 2
&. 190612 - 3

R -

Date:iz/ 6 /2019

800

7000

~

Seqin

(

Fa s
S

N

L cm&ue

(SRR NTETY> 1 e -

dumos ol
=

100105 g de lombarda . y afa

sndo

iMoo
100

(

cCLon 1
eN W Cu

1000 At
LS00 0

1

4) Hacemos de neso ol medu

YRR

o NS

~

~/

of

@

Experiment ( LOMBARDA)
(106 /1)

)Prparanios (o musiren de tomb orde

[0 G mos

v

S

3) Nedimos los MWdicon de arandancs (hhjeria)

en el €SpectTofro toMRANT -

2) Hermos  en el mucsooncon y Machacames.

1) Hedumos

a |—
g =
w = .J
% >
\ = <7
wf B <<
Tl o
o] 5
=
=
@ o
N,
(=)
|
b=
=
=
-
"
=
-
<
[—3
S
~
=
S
=
g ® 2
[77] N
' -
. &
= =
- =2
g _ v
<) r s
_ e B
1 1 | ! | ! m
2 = S N I 8 S o
I | 1 1 1 | |
| i | ] I I
Y|
. a IS (W % SR S
R | | ' ' i
W e B
2 " B <
+ T T + (=3
)
— NRL iR INNE; S
2 = R R
A Uf\v:lJ\llrpluhwn ‘||1|||4.
[~ [
[~ S
3 &,
- (=]




Experiment

) Preparosnes kubos  €ppendoce  con Iml de
cada uwna de fan Muasiron (lombosaa y arandoney )
En totel (o tiusos.

2) (ent nmam\,

% 3Hedinmos de ey en el erpecitofotdmedro v Mues rrovy

S) ‘Pftpmom\os lan Mustran A loMmbasda

POVA € 2APCATORD FHMULITD LOME Ontsiarnicale
B_iQosi’ . 2. | (Muestta S)
R-Qoets - 2-2 (T\LU&JBWO-LU
R_1906(3 - 2 - 3 (Manmtra D)
B.1G0613 - 2. Y4 (aania 2
R 14063 - 2. 5. Lruunia ()

10

Date:|3 f0& /2019

PLL&(LP. Gre hoawya 49
eAidlLe e \euadurQ,

7

de ofdndonos dul die [L 106 715 {8_1a0ei’ _ |5 (muettra 1) ——
Roiqceir - 1.4 (Muesfiva §) \on
B-1Q061% . 1.3 (Muenva 3) pradon |
B-1a06i2 - _ 2 (mugsica @)
B-1qoeiy _, . 1 Clevaeged)
4) Preparamos clisclucadn de Coruue de Sodum |
43 ce clorure da Sodes + 10O da Ao . V%)PrcPo:nmoS
h . lan wentron
modrcar de lwomli .
o pova e\ enpectto -

fotometto  CoMo

Wosos el duq

lzi06/(1a,
IHOOML auc

1 LOO MR s tra,




Experiment Date: 1}/(06/2019

MWoivemos a Mmedir [on muntroan 1 (ardndances ) y 2
(oo ordos)

ARANDANDS | B-1061{_1_ 1 (Mueriw 1)
1 B_1Q06171 - 1.2 (hnuoes e 2)
Bm\QOGU(-'\_S (MM.QA\’TG\%S )

B k!
, R’ &Ctoen - ?,-\ { P> SO
ORI 4 R_-1G0617 - 2-2 ( tuaniva 2)
B-19c611. 2. (Muesira )

J)Prc?aramos diucolucrdn de Aeicle ancorbid

SOOMMN |
Ai 11135% mp »

3) Afadimos oo les tubos  Eppnder € de

lomboesda  1'S ML de. 0 corbico .

H) MHedlunos en el espectrofotomstro
B-1R0617- 2 _{_pA Chuenire ()

B-1Qoeiir. 2 -2 _ AN Covouantrel 2)
B_ 19060 -2 _ 3 _ AN

B-190613- 2- §_ s\

11




Experiment
I} Exiraccion mosivos de lombosdg .

2) Hedumos en el @s}ecm%f&uibro Lers Fudscs
EPPendsrP con O%U.(l OXi

B_lqcei® _ 2_5 (Muwita g)
BR_\Aocel® - 2 _y (uenima )

Bo\acelg - 2 _ 3 (lsentro )
B-1906lx _2_ 2 (Mo yira 2)

- tacex -2-1 (aontre L)

Dode : 14106/ 20\Q\,

1) Hacemos  eromadogradion de coge FunaL.
¥ Coqenncs Pape)ou,m,m dr € x\O .

' {oum .

vcargamos 5 i de lombada Y de aranaano:
¥ Tndrogucinos el f\mz\)e\ en un opienie on aprox
Aun de dloruo séaico preposacts el 13706 /19.

<) Preparamos dos toos Eppendor € con dnd de
loborda y arandane, Yy adadimos RS q de

aua’ri NG e \Ennen “‘*"*7 pos ndoo O'4

12

\etn o coda ledo

Date: 1% /(€ /2019

‘Di\cums peldaly y
~ afleduianes O




Experiment

3) Preposaunes Otres doy TAbos pero  ton 0'05 q de
C’édwmu en powo - ¥

9) Preparamos S kdoos dorf
pas PRA
‘» 10 O/J, lombhocala

HoO o.au:\.

S)A dos de les Tubboy olNoduioy \nvulam a
Ottey Clod disoluasn  da Bicorbo nodo y & Ot

(L%u_a :Qoso; \quolol |,
Aupo ] (N 21004t
(2) = 50),& uma.o&(,
RASI(D 4 Gy » AOOM bcosbonato

(2) »

NEUTES ﬁ 100 b Qaun

6)Re€@fﬁmos el procesc de la
Jowd  lombaos da Y atftna
ﬁ 0'0S %ﬁ alotne en Loauine

0*0 2@ K‘«lﬁi‘um en potuo

13

Date: {3/ 06/2019

W 8‘-{50[,0_ bicas -
boncdo en an
Mokrae e \COnw

%Cépeﬁm el
Pro&mdelq Q-




Experiment

) Pmpo.ro.m,os dos Q\B&OWW PO fcormos oo

solucon founpon | ACLDO CLTRLLO.
FOSTATD .

ACLDO GITRUO
SOmL de © y J‘qu de acidle (itrico |
Prepasamos  loe cisoludi@n (o Oftan 1Tee)

FOSTATO

Preporames unc dusouuuan du SO wl. :
Lo hWowepos o ric O Ao ddsclucen  yG

preposcao. A AN,

2) Preparamos 14 tubos {Pp@dor-t .con color
Pmo .
5 oeos (4 PHY > 1004 Muestra + FO0UL

ToONDoN .

FTURODS ﬁ\)‘r\\ - SOO/\,,C, MURD FFC - SOOUL

*C@V\Péf\ )

14

Date: 0 /06 /2019




Experiment

LOMBARPA | B. 190624 .2 -S (Muentracs)
B-\qo62v. 24 (uuestra Y)
B_\vaoe24. 2-3 (st 3)
B_\aoea. 2- 2 (pventroe 2)
B.\aoe i, 2oV (Camaniree D)

ARANDANT

2) RePe){\Mmg el procend cll pH alll diles 20i06/19

Date . ZSIOGIIQJ

Y Hatemes el proceso de- o ﬂ—dcdim. wexPucada el
dia 19/0e

2)Neducs en el especiODMAT lon Muesrtren ds
?5\,\ Wecwons ol cuee 4 /06/19.

PH- 1R0625.. % . 2.

) IR
0's .

Color ,}M»Q oloe  + O"‘O‘-\(j CoClq,
P o

15

Date:24/(6 /2019




Experiment

Ll\?ipeiecxmos el wlor puo + Callz en el Odamcu”o.
Ly pipete Pasntewr.

5) Rexiramos  low extion, Qndu,oacxrwc\ en u%;mx v

%QYC\.&(\LDS Ln o\a\m

Doxe 2106 |1

1) Reparimeos  nuecitionen en ot %?eC;irocoi'éi\u}(m (ombercie)

g.vaocei- 2.4 (muwantros Y - 387, (evaduue) ra—
B_\aoeti. 2-\ (hsantroe L - 0O 7e wlor)
1 $-140621 -2-4

e 5 CENTRAE
B.\a0pad. 2.\

16

Date:

/ /2019




Experiment

ly oL beido it -3 *‘3“3.
L SOl Posfoie -3

Trporanos 1 Talcon ton 12'S ML A 1ompon
12'S ML de lombasda. .

Date: 14101 /1q

I} Hacemos  espectio FOToMmer(os -

B_ 1Q90%1 . 2.5 (Musfro 3 - solo Yevaduwra) =
&_ \Qac3lt - 2. 4

. j@ogit- 28
B_leoaun- 2.2

NO

B1%an .. 24 tonica A - sole wlor) |

R0t . 2. 84 (157 le voduure ).
R_\e0n. 2-\ (color)

& Muror uadeasao Ulcxof

DRepeiimos el prowoo de COulolo A PH ca law lombasda.

& 13
S Nuntron de lombordar con evodass Al dio MW 13106

17

Date: 23/(0€ /2019

2 I)Rew’m«o; \a

Meclcon |




Experiment

| FASE 2 C LONAJE

26 /%/19

x Genen — A .
% 009 RBC - Cm
0026 T - G
x 001 P — bima (o
Xo{d V = Km.

@) ANTIRIOTICOS 4 1000 X
OmX  + \O,\Jv ,
L% Arkibio b |

@ 1y dividinos en hbos v L Q.
(® Pitamos colonion AL bodenon won un polle yio

IntrocluAASy @n SAL Tdoo de LR & Ankib. cerrenpon -

dunke -

® Pejrnos creees lon baurerion.

18

Date:

/ /2019




Experiment

'W;O/OHMJ MINIPREDP . lisor boacker aa y Uherar Los

plaswidos .
- DHS A - u,\w\dx E.COW .
C‘Tu?o Ckna AL o
L 00a RBS
hy old.
@ €0 An EP?e\dcf coiulacke fronsfertncs
\ i ’ .
el oo |y mﬂin?kﬁ(w%. a it»OOOJ dusonde
® Cxfroamos @l sobenadenit y MeIeAnes oL congelodor

AO".

20

Date:

/ /2019

R




Experiment

@) Rhodumos 250 b de BAL y vDrieXeOMos.

@ ARcdines 2SOl de BAZ y Uolteccaoy
(® Atcaituo 3ok dr BAR Y voltomoy.
@ Co,nirtckﬁomos o max. wlouded 104,

@ (olocomos una colunnna en an Eppendof e
Mo - v echamps el scbenodanic dud Eppencuore
aniener.

@CQ‘U“‘:“@WS 1' a lwoooG.

@ Descasicames (o Qe quada ex ek EPpendur v

voliewss G colecor lae cotlmna,

@ Echames 100}4 de RERY. Y &n;frtm,ﬂws

A" a 110006G.

@ Echamos BSOM da B /\O\V\/ ULn;\nruirjcm,@\

At o M-OOO\'} ,

(12 Descariamos 10 que quude cooo«my woliemos ©
&r\tr‘truaor ) o M.oooa pora esourale D

loconps o colunana N N EPPQJ\CM?

Moy ohodimsy  BAE. SG/QL

Yy posa tecminer AL Secor Pone twos

2" o WOC. enel fermoblogue &

10
21

Date: / /2019

v« RAQ o 30°7.

¥ el eddr Ao
pa s ahadus el

Pasfer anten |




Experiment

@ﬂ(bdiﬂ\os 60},@019. BAE y € incubomos A AT
(T2 ambieate)

@ Cuxhie‘uﬂmes Fidl 1 Awooa_ socoones el

(iquioLo Y voliemes o ponasio por \ow Collionng .

(© LVolkess a w\xr‘muam. 1" o Il.ooca.

M) Medumos  loo coneentracion en a (\O«V\,Od,re‘a )

o TT = 260 = 2'22)
- 280 > et

S l\alﬁl—x w'o

oFIH > 260 Y 6'387
5> 2O > 3'WE¥

2 260/ 2g0 > A4

& ﬂsi/\__&» RIR AL

eVold > 260 + 0'%Ql
> 280 * 0'369 ¥

= 260 [2R0 » U4,

iuls 810
‘-SVS’/J—) uy's nd /'Q

0 009G RS > o ¥ 0'S4|
% 7S = 07283
~ 260 1 280 > 2124 o

S0 pds 2as . "3//'1*“‘0‘1

Date: / /2019

& El Bosfer gire
hCL\/ qm cadestar
en el uirino
CAE)




Experiment

e DFR = 260 5 S'20%
> 20 > T'ST0O

> 200 ~ 2'03

ﬁf\é:/&a 260'Y

. 001 (PFOW&O,’(OF) 22603 S'30
3 2%0 0 'S\
= B0 o 4 L'09

= ﬂ% i/wu 266

0 ANS ™ B0 » 1'A<T
2 2%0 » WS

~ 260/ X0 » 4'%¥
—%rxa I puk H'Y
e 3GT = 20> GQ'476

S W00 AQ,

- “{j W Ys's

23

Date:

/ /2019




Experiment

i) Hecumos en el espectrofotometro oy Mo As

157- levadura v de cotor poo

b preporamos non Nasese-

i lueon |
ENSAMBLAJE
_ A (3GT)
: R (ANS)
Y ensambicy en F i
D (DFL)
' Genen
P AGT
| ere | (15 n ANS
FAH
A Caer\\ )
. J

[\le zo}&]

(olumen Ana L)

(1) Dl \)\dsm.(dyog ,

ll_*/ko k VF = \Oo/\&, = AOP\,\P\&S 1 Qo},& H,0

(2) ¢anto necesitauueos de coda p\dsm;\do B,

Pose terws 1S
2000 ) iencs
B0y p

2'Y
=2
§ X ; T Ugana
@y e e
P> 2'%‘/4 .
R&S > 4:sq pl Ad Ossembly
FSH > 2'4/«J- /J UL
Fay Tt 6'¢ —
F3x - /“Q N ' qq)&'

© = g

Date:3(/04/2019




Experiment

Ve - 202 - Z0pL - 1%9Q k. 1010
dr Hz O.
W) Ponemos en el femocidader .
4 gicte ¥ 0! 2 34°C
U Gdes p 4:8' 2 31°C
L & = lgsg
ldae 5 5 5 s0°C

ol(.lda{)'-ﬂ o' &-Oec

C-09 | TRANSFORMAUON BACTERLAS

50 + 20 DNA .
ke =

Ly luwles competenies .
2) @ e 30'
3) Termoblogqut EL{Z“C
rz'l

4 @ 5100

“ i LB

g1%E |/ Ih ./ 3000 r‘PN\

25

Date:

/ /2019




Experiment PLAQUEAR

W’@(’W G 3000\"‘)0’\ FEy
1) /_:% G)Resuspercted in ‘C’O/\d LA

a) Piote 100 L LB en oﬁw

3/C\/.xij

- %4 Y &\’ Q’—-a (x)li’hifo MQCLiI) uqb\,\d—o
A (Al LB+ Kon)

Py i N bloje dr
- Niniprep flz | noedis conceiracin [ ensom m
Ay D 2

- 7 M

l 5/q/iq | STAND

En el laboraiono estauteron Jse,

Oictor, (,Curmu\.a
Douwutd.

PROTOCOLO oigesnon B YC
Ur = 50./@
. /ﬁkﬁ gt ) odatC
(zqq'OSuS/pu (O‘SOHASI/«A)
4 3

€'5 -

i

¢ 2/“1 EcoRI (enzima restriccion)
e 26

P\o\ke,g + KCU\OLfY\iO/{\ (S},\(‘):u)’

Date:

/

/2019




L

Experiment

Cui Sart

A 20 miuQ E

(-]

SO}WQ,,

Incwoas 60

Incubar 201

- 31°C

> 65°C.

Ciox)

oy + B =

o414 C =

27

Date:

/ /2019




	1
	2

