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Introduccidén
cQué es la biologia sintética?

“La aplicacion de la ciencia, la tecnologia y la ingenieria para
facilitar y acelerar el disefio, la fabricacion y/o la modificacion
de material genético en organismos vivos” - Autoridad
Europea de Seguridad Alimentaria - EFSA (2020).
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Se busca la Operatividad




Problematica

% total de desechos

Desechos en Peru

N 2011
u 2012
- B s e e
Materia Plasticos Papel Madera Carton Metales
Organica Desechos mds frecuente

Fuente: MINAM (2012).
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Problematica

Quema de madera

La quema de madera para
obtener energia puede
conducir a un aumento del
6% en las emisiones de
carbono.

Reciclaje de residuos

Las plantas de transformacion se
concentran mayoritariamente en la
ciudad de Pucallpa; y en el 2012
obtuvieron un volumen de 126 619,85
m3 de madera, concluyendo que los
residuos forestales de aserrado en
las plantas de transformacién
primaria fueron de 20 %, y que
estuvieron conformados por 7 % de
viruta, y por 13 % de aserrin

Alberto Donayre

Planta industrial de
biocompost

El compostaje le permite
reducir hasta un 50% el
peso de los residuos que
vayan a ser dispuestos
en los rellenos sanitarios
o botaderos.

Fuentes:
Roca, J. (2018)
Vinces, R. y Poggi, J. (2014).
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Conceptos clave

1. Componentes principales de la
madera

Mediante procesos naturales
hechos por agentes externos,
estos componentes son
degradados por:

1. Celulasas

2. Hemicelulasas

3. Ligninasas

Celulosa Hemicelulosa Lignina
(alrededor del (25-40%) (15-35%)
40-55%)

Fuente: Martin, C. y Manzanares, P. (1994)
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Conceptos clave

Enzimas digestivas |:> Las enzimas degradan
segregadas por hongos. el sustrato madera.

Ciclo de degradacién de
madera

o La madera es
La madera digerida es <:| digerida oor las
absorbida por el hongo. 9 P

enzimas.

Fuente: Ibanez, C., Mantero, C., Rabinovich, M., Ceccheto, G. y Cerdeiras, M. (2012).
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Hongos degradadores de madera

De acuerdo a como degradan las células de madera:

Hongos de pudricién

blanda

_______________________________

[Endoglucanasa } &

____________________________

Rompe los enlaces
interiores de la celulosa.
Genera cadenas menos

polimerizadas.

i Chaetomium !
o o )
; Aspergillus P, ]
Estructura de la Celulosa
H OH CH OH H OH CH,OH
OH OH 4 \P\
H H H
\1— o’ \1—( g o N
CH,OH H OH
_._ - _J
glucosa
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Fuente: Srivastava, S., Kumar y R, Singh, V. (2013)

Rica en
celulasas.
No hay
efecto en
lignina.

____________________________

Rompe la celobiosa en
moléculas de glucosa.
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Hongos de pudriciéon
castana

[ Xilanasa ]

Rompe los enlaces
xilano, principal
componente de la
hemicelulosa.

e

Estructura de la hemicelulosa

Alberto Donayre

Contiene
celulasas y
hemicelulasas

__________________________

Separa las cadenas
arabinosa de la
cadena principal.

__________________________
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_______________________________
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C . Contiene
Hongos de pudricion | ligninasas y
blanca :' i celulasas
. Serpula lacrymans |
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Estructura de la lignina
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Objetivos

General

Implementar un sistema de produccidon enzimatico para reducir el tiempo de
degradacion de materia organica vegetal.

Especificos

e Proponer una alternativa ecoamigable de degradacién y

gestion de residuos.
e Aprovechar la cantidad de residuos madereros producidos

al ano.




Les presentamos:
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Procedimiento

.z 1% .
Seleccion de componentes de 1 @ ¢Por que estos promotores?
T7

Nivel de produccion de lacasa tras 2
Promotores gapA(2)y T7 (1) horas: 7 umol/mg/min

Fuente: Zang, J., et.al. (2010)

RBS RBS.1 (5) gapA

Genes Endo5a, bglX, XynB,

ArfB, ecol Laccase Nivel de produccion de endoglucanasa

tras 16 horas: 0.13 umol/ml/min

Terminadores T, TEYTY7. Nivel de produccion de betaglucosidasa
tras 16 horas: 0.5 umol/ml/min

Fuente: Munjal, N., et.al. (2015)
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Procedimiento &7

Construccion del esquema en Tinkercell

O. °
hemicelulosa

O celulosa

lignina

glucosa

O arabinosa
ilosa O

alcoholes
monomeéricos

Endo-p-1,4- glucq_na)sa B-1,4 glu‘gosidasa
'\‘/_ /

.
A 4

gapA RBS.L grgoss RBS  pox Tl

Xilanasa arabinofuranosidasa

A o

4

gapA RBS.1 XynB RBS.1

\ -
E. coli
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Procedimiento

Construccién del
lasmido en
SnapGene®
mediante la técnica de
Biobricks.

T7 promoter

Alberto Donayre

T7 terminator! 6xHis

<00

£1 ori I
C

EDMO_Biobricks
13,455 bp

[
+
P

lac operator

RBS

RBS/ T7 promoter]



Proyecto Interdisciplinario Il

Procedimiento

E P E X 5P
§
ce— e,
Red Construction Part1
cut Cutt
E+P E+S
E P E X 5
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Bacterial DNA

Assembly of BioBrick Standard Biological Parts Using Three Antibiotic Assembly (Shetty et al, 2011)

Studies on transformation of Escherichia coli with plasmids (Hanahan, 1983)

Plasmids
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Procedimiento

Sobrenadante

Decantacion
simple del
sobrenadante

Acumulacion
extracelular
de las enzima

Aplicacién de las
enzimas a residuos
organicos vegetales

Produccién de proteinas recombinantes en Escherichia coli (Lara, 2011)
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Alberto Donayre

¢Como se demuestra su actividad enzimatica?

Actividad enzimatica probada y optimizada para
expresion en E. coli (xynB y arfB)

»J
J'J
~

a. &

Fuente: Jiang, L. (2014).

Tienen experiencia de secrecion extracelular

en E. coli
Actividad enzimatica tras 16 horas Tras 1 hora Tras 2
de incubacion (gapA/extracelular) horas
Endoglucanasa 0.5 g/ml 1.15 g/mi
B-glucosidasa 2.54 g/ml 5.10 g/ml

Fuente: Munjal, N., et.al. (2015).

Actividad con tendencia exponencial
con respecto al tiempo y amplio rango
de PH (ecol laccase)

80 -

= ECOL (pH 4) —e— ECOL (pH 5)
4 ECOL (pH 6) ECOL (pH 7)
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Fuente: Huber, I. (2012).
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Impacto:

Alberto Donayre

Comparacién con la actividad enzimatica de otros hongos:

0,45 -]

0,35
5
£ 025
=)

0,15

0,05 -

0 T T ] T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16
Tiempo (dias)

——— Celulasas totales —#®— B glucosidasa —&— Endoglucanasa

Fuente: Manjarrés, K., Pifieros, Y, y Rodriguez-Sandoval, E. (2011).

¢ Qué significa una mayor actividad enzimatica?

Con el hongo Aspergillus (Tras 48 horas):
- Glucosidasa: 0.15 umol/min/ml
- Endoglucanasa: 0.07 umol/min/ml
Con las enzimas secretadas por E. coli
(Tras 16 horas) Segun Munjal, N., et.al. (2015)..
- Glucosidasa: 0.50 umol/min/ml
- Endoglucanasa: 0.13 umol/min/ml

Poca actividad Mayor actividad

Amount of (g/k)

Fuente: iGEM_Edinburgh (2011)
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Impacto

@ VENTAJAS DE NUESTRO PRODUCTO
C GOMP Se separan directamente las bacterias de
A,?TPPs:per las enzimas, por lo que no se debe
gastar recursos en asegurar la no
toxicidad del producto, a diferencia de
otros que trabajan con distintos
microorganismo como hongos.

de residuos vegetales

Degradacion mas rapida vy
selectiva, a diferencia de la
degradacion natural en la que
participan hongos u otros
microorganismo del ambiente.
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Presupuesto

Sintesis y ensamblaje del fragmento sintético $3726
Empaquetado $20
Costo total $3746

Datos obtenidos de https://www.idtdna.com/
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Conclusiones

Nuestra propuesta de la biodegradacion de madera y desechos organicos
vegetales (EDMO) podria ayudar en la medida que:

- Representa una alternativa ecoamigable, dado que las enzimas
secretadas por E.coli han pasado por un proceso de purificacion previo en
el que se aseguran los controles de calidad.

- Aprovecha la cantidad de residuos madereros y se complementa con el
reciclaje de residuos organicos al reducir la madera en moléculas no
dafinas (azucares y alcoholes monomericos).

- Es una alternativa de degradacion mas rapida frente a la degradacion
natural por hongos.
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