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Apresentacao

O The Good Food Institute (GFI) ¢ uma
organizagao internacional sem fins lucrativos
que trabalha para transformar o sistema
de producdo de alimentos. Nés atuamos
no Brasil, Estados Unidos, india, Israel, em
paises da Europa e da regido Asia-Pacifico
para construir um mundo onde proteinas
alternativas nao sejam mais alternativas.
Somos financiados por filantropia, e todo
nosso trabalho é prestado gratuitamente
a sociedade. Nos existimos para tornar
os sistemas alimentares melhores para o
planeta, para as pessoas e para 0s animais.
Para isso, identificamos as solugdes mais
efetivas, buscamos recursos e talentos e
empoderamos parceiros em todo o sistema
de alimentos, a fim de tornar as proteinas
alternativas mais acessiveis.

Reimaginar a forma obtemos
proteina para consumo humano é urgente
e fundamental. Produtos analogos aos de
origem animal obtidos a partir de plantas
sao uma das alternativas concretas para
ajudarmos o Brasil na sua transicao para

como

uma agricultura segura, justa e sustentavel.
Lado a lado com as proteinas sustentaveis
de origem animal, podemos formar uma
resposta consistente do nosso pais e da
nossa economia agricola ao novo cenario,
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no qual diferentes fontes de obtencao de
proteina para consumo humano conviverao.
Esse € um mercado “e” e nao um mercado
“ou”: ha espaco e demanda para atuacao de
todos.

A importancia de uma compilacao robusta
de dados sobre o estado-da-técnica no
desenvolvimento desse segmento motivou
o GFI Brasil, em parceria com o Instituto de
Tecnologia de Alimentos (Ital), a lancar este
fasciculo da Série Tecnolégica em Proteinas
Alternativas, abordando uma
bibliografica abrangente sobre a tecnologia
deculturacelularparaobtencaode proteinas.
Inicialmente, sao apresentadas as principais
caracteristicas técnicas do processo de
producao, que incluem linhagens celulares,
meios de cultivos, estruturacao para cultivo
e equipamentos (biorreatores). Para tanto, o
estudo consiste em uma revisao bibliografica
de artigos internacionais publicados em anos
recentes com foco nas caracteristicas dos
processos. Esperamos que este fasciculo da
Série Tecnoldgica em Proteinas Alternativas
seja uma fonte de conhecimento sobre a
tecnologia de producao de alimentos feitos
de plantas analogos aos produtos de origem
animal, partindo do conjunto Unico de
informacoes cientificas aqui apresentado.

revisao
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1. Introducao

Imagem ilustrativa de carne cultivada. Fonte: Adobe Stock.
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A pesquisa em relacao acerca da producao
de carne cultivada vem crescendo
aceleradamente nos ultimos seis anos.
Diversos grupos ao redor do mundo vém
pesquisando condicdes de cultivo mais
apropriadas e eficientes para producao
em escala industrial, que permitam um
processo seguro, menos custoso e mais
rentavel. Apesar da tecnologia estar mais
desenvolvida para cultura de células
animais, para producao de carne de bovino,
suino e frango, pescados e frutos do mar,
processos similares tém sido desenvolvidos

para producao de leite, colageno e ovos.

NMITIHIIMITHThHTHhhhh sk

Carne cultivada é a genuina carne
animal ou de frutos do mar. Ela é
composta pelos mesmos tipos de células
dispostas na estrutura tridimensional
do tecido muscular animal e, por isso,
ela é capaz de replicar o perfil sensorial
e nutricional da carne convencional.

777747

Uma cadeia produtiva inteira esta se
formando ao redor do tema, desde
fornecedores de linhagens celulares, meios
de cultura e design de bioprocessos até a
fabricacao de biorreatores, otimizacao de
processos biotecnoldgicos, biomateriais
para suportes (scaffolds) e tecnologias para
downstreaming do processo de producao de
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Imagem ilustrativa de laboratdrio. Fonte: Shutterstock.

carne cultivada. O interesse é crescente, e tem
se dedicado muita pesquisa e investimento
ao desenvolvimento dessa tecnologia.
Paralelamente, 6rgaos reguladores e o setor
produtivo ja buscam estruturar o marco
regulatério para garantir a seguranca do
produto e viabilizar sua comercializagao.

Estudos anteriores demonstram que o
setor da agropecuaria representa 30% da
ocupacao da superficie terrestre e 70% das
terrasagricolas (Bhat, Morton, Mason, Bekhit,
& Bhat, 2019). Ainda assim, a demanda
de consumo de carne tende a dobrar até
2050, fazendo com que a producao da carne
na forma tradicional ndo seja sustentavel
(Henchion, Hayes, Mullen, Fenelon, &
Tiwari, 2017). Em relacao as questbes de
sustentabilidade durante a producao de
carne, é preciso considerar ndo s6 a emissao
de CO? pela fermentacao entérica durante
a criacao dos animais, mas também as
atividades relacionadas a producao de racao,
como o uso de fertilizantes e pesticidas, uso
de terra e consumo de agua pela agricultura,
além dos produtos

tratamento dos animais.

veterinarios para

Série Tecnoldgica das Proteinas Alternativas « Carne Cultivada




A producao de carne utilizando animais é
considerada ineficiente, uma vez que esses
seres consomem grande quantidade de
alimentos, sendo a maior parte da energia
gasta com o seu proprio metabolismo e na
producao de tecidos ndao comestiveis (como
ossos, tendoes e couro). Em contrapartida,
a estrutura da carne cultivada nao contém
miudezas ou componentes ndo comestiveis,
oque naoapenasreduzotempode producao,
mas também diminui a quantidade de
nutrientes necessaria por quilograma de
carne.

Em termos de consumo de agua e emissao
de gases de efeito estufa, o cultivo de carne
tem potencial para ser mais eficiente que a
carne convencional (Bhatetal.,2019). Ainda,
acredita-se que o uso de células cultivadas
permitiria o controle no uso de antibidticos
na producao, reduzindo seu consumo,
bem como os problemas relacionados a
resisténcia antimicrobiana pelo seu uso na
agropecuaria.

A producao de carne cultivada também esta
embasada em aspectos éticos em relacao ao
uso de animais para a alimentacao humana.
Considera-se que a industria da carne em
geral (gado, aves ou suinos) apresenta
condicoes criticas de criacdo, como
superconfinamento e maus tratos. Ainda,
inevitavelmente, exige o abate animal para
obtencao do produto final.

O risco de disseminacao de doencas
infecciosas por microrganismos, como 0s
do género Salmonella e Listeria, também é
minimizado na producao de carne cultivada,
uma vez que permite maior controle das
condicoes assépticas da producao. A carne
produzida pode passar por um rigoroso
controle de qualidade, possibilitando que
se tenha um produto final livre de infeccées,
doencas, parasitas ou mesmo contaminantes
quimicos. Além disso, com maior controle
sobre os ingredientes adicionados, tipo de
células e sua diferenciacao sob esse sistema,
a composicao do produto desenvolvido
podera vir a ser adaptada de acordo com as

demandas dos consumidores.

Fazenda de animais. Crédito: Jo Anne McArthur.

Série Tecnoldgica das Proteinas Alternativas « Carne Cultivada




2. Etapas do processo
de producao de carne
cultivada por meio de
cultivo de celulas
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O processo de producao de carne cultivada
depende da aplicacao de conhecimentos
multidisciplinares como, por exemplo, os
das areas de engenharia de alimentos,
de tecidos e de bioprocessos, bem como
biologia celular, bioquimica e genética.
A Figura 1 descreve a producao de carne
cultivada de forma resumida, podendo
ser dividida em quatro etapas principais:
(1) coleta de células; (2) proliferacao em
biorreatores; (3) diferenciacao celular
em miofibras, adipécitos ou outros tipos
celulares; e (4) estruturacao em suportes
(scaffolds). Ao final ocorre a coleta da carne
cultivada e seu processamento em produto
carneo. A composicao do meio de cultivo
€ determinante para garantir a eficiéncia
do processo, principalmente no que diz
respeito a proliferacdo e diferenciacao

AL - LLLA AL

Imagem ilustrativa de meio de cultivo. Fonte: Adobe Stock.

celular. O produto de carne cultivada pode
ser apresentado ao consumidor em forma
de hamburguer, nuggets, almondegas ou
mesmo em cortes inteiros, como bifes ou
pedacos de frango. Ainda, dependendo do
produto desejado, pode ser considerada
a adicao de outras substancias como
aglutinantes, aditivos
produzidos por fermentacao ou compostos a
base de plantas.

aromatizantes,

A T T T

COLETA DE CELULAS PROLIFERACAO

DIFERENCIAGAO CELULAR

ESTRUTURAGAO

%//////////////
\.';!

Fonte: Extraido de Porto & Berti, 2022.

Figura 1. Figura 1. Etapas da producao de carne cultivada.
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3. Principais
caracteristicas
do processo de
producao de
carne cultivada



A seguir sao apresentadas as principais
caracteristicas do processo de producao de
carne cultivada. Esta secdao esta dividida
em cinco pontos principais: as linhagens
celulares; os meios de cultivo; os biorreatores;
a estruturacgao; e processamento do produto
final.

3.1. Linhagens celulares

O processo de producao de carne cultivada
envolve o isolamento de células (em geral
células-tronco) a partir da coleta de tecidos
de animais para, em seguida, permitir que
elas se proliferem em quantidade adequada
em um sistema in vitro e se diferenciem em
células maduras que constituem a carne,
como midcitos e adipdcitos. De modo geral,
dois tipos principais de células podem ser
usados: (1) células primarias, cujo cultivo
¢ estabelecido diretamente dos tecidos
animais; e (2) linhagens celulares, adaptadas
para serem mantidas por longos periodos em
cultura e, portanto, podem ser subcultivadas
diversas vezes (Coecke et al., 2005). Entre
as células-tronco obtidas do tecido primario
podem ser citadas as células-tronco
embrionarias — as quais sao pluripotentes,
ou seja, capazes de gerar qualquer tipo
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Imagem ilustrativa de meio de cultivo. Fonte: Shutterstock.

celular — e as células-tronco adultas, obtidas
de tecido adulto e distribuidas pelo corpo
em diferentes tecidos, as quais apresentam
um potencial de diferenciagao mais limitado
(multipotentes), uma vez que criam células
da mesma camada germinativa ou do mesmo
tipo de orgao.

As células embrionarias, por sua vez, sao
obtidas do blastocisto, estrutura formada
alguns dias apos a fertilizacdo no corpo
do animal ou por fertilizagao in vitro. O
uso desse tipo celular para producao de
carne cultivada é mais desafiador, porque
a obtencao das células e as condicoes de
cultivo geralmente requerem fatores de
crescimento e inibidores de diferenciacao
espontanea especificos para cada espécie
(Wu & Izpisua Belmonte, 2015).
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Outras células com caracteristica sao utilizadas para a producao de carne

pluripotente sdo as chamadas células-tronco cultivada:  células-satélite  musculares,
pluripotentes induzidas (iPSCs, derivado células-tronco mesenquimais e progenitores
do inglés induced pluripotent stem cells). fibro/adipogénicos (FAPs).

Nesse caso, células somaticas de adulto,
como fibroblastos da pele ou leucdcitos
do sangue, sao submetidas a um processo
de reprogramacao para voltarem a um
estado indiferenciado, que pode envolver
a utilizacao de fatores de transcricao
especificos (Oct4, Klf4, c-Myc e Sox2). Em
seguida, as iPSCs podem ser diferenciadas
para células de tecidos especificos, como
células musculares ou adipécitos (Takahashi
& Yamanaka, 2006). Esse processo
apresenta alguns desafios tecnoldgicos e
é obtido por diferentes metodologias de
engenharia genética. Atualmente, a maior
parte dos estudos sobre o tema utiliza células
de animais de laboratério, como rato ou
camundongo, enquanto um numero menor
de trabalhos propoe a geracao de iPSCs de
bovinos e de outros animais da cadeia de
carnes convencional (Bogliotti et al., 2018).

As células-tronco adultas tém sido as
mais empregadas para producao de carne
cultivada. Elas apresentam capacidade de
diferenciacao mais limitada e permanecem
em estado quiescente nos tecidos adultos,
com um papel fisiolégico importante na
regeneracao do tecido para reposicao de
células mortas ou danificadas. As células-
tronco adultas podem ser obtidas de
diversos o¢rgaos ou tecido por meio de
coletas semelhantes a biopsias de medula,

tecido adiposo ou musculo. Atualmente, trés s B 1 ‘_

tipos principais de células-tronco adultas Ilustragao 3D de célula animal. Fonte: Adobe Stock.
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As células satélites sdao encontradas na
membrana basal da fibra muscular e sao
capazes de se diferenciar em midcitos. Elas
sao comumente utilizadas para iniciar o
processo de producao de carne cultivada,
uma vez que sao abundantes e requerem
menor esforco para diferenciagcao (Wosczyna
& Rando, 2018). Em condicoes de cultivo,
as células mesenquimais sao capazes de
se diferenciar em adipdcitos, condrécitos
e fibroblastos, enquanto as células fibro/
adipogénicas podem se diferenciar em
fibroblastos e adipdcitos. Juntas, elas sao
capazes de compor todos os principais tipos
celulares que formam a carne convencional.
A diferenciacdo em tecido especifico é
induzida por fatores bioquimicos com o
objetivo de induzir a expressao de genes
de diferenciacao. Diversos estudos estao
sendo realizados com essas células para
producao de carne em escala industrial,
0 que requer otimizacao para aumentar a
capacidade de diferenciacao e proliferacao e
reduzir a dependéncia de bidpsia recorrente
para obtencdo das células iniciais (Reiss,
Robertson, & Suzuki, 2021).

Para o cultivo de carne em escala industrial
torna-se necessario aumentar a capacidade
de divisoes celulares, a qual é limitada em
condigdes naturais, apos a célula entrar
em estagio de senescéncia. Portanto, a
imortalizacdo dessas células ¢ uma das
alternativas para prosseguir a proliferagcao e
rendimento em escala. A imortalizacao pode
ser obtida por modificacoes epigenéticas e
super expressao das enzimas telomerases
(Ramboer et al., 2014; Huang, Liang, Liu,

Huang, & Songyang, 2014; Hochedlinger
& Jaenisch, 2015). A tecnologia para esse
processo esta em crescente aprimoramento,
e diversos estudos estao sendo realizados
para adaptacao de tal tecnologia com células

de animais de criacao.

Musculo esquelético de tecido mamifero sob o
microscopio. Fonte: Adobe Stock.
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Os prototipos atuais de carne cultivada
sdo baseados principalmente em células
musculares. Contudo, cabe ressaltar que
um pedaco de carne convencional contém
diferentes proporcdes de outros elementos,
como sangue, nervos e tecido adiposo, que
devem ser considerados para aprimorar
o sabor e textura. Algumas combinacoes
estdo sendo testadas, como o acréscimo
de células de gordura ao tecido muscular,
cultivadas separadamente, obtendo-se um
produto final de carne cultivada em forma
de guisado. Além disso, pesquisadores
estao trabalhando no desenvolvimento de
técnicas de cocultura de células (mais de
um tipo celular), como o cultivo de midcitos
e adipdcitos conjuntamente. Cabe ressaltar
gue esas tecnologia precisa ser aprimorada,
uma vez que diferentes células apresentam
especificidades nutricionais diversas, bem
como tempo de maturacao.

Imagem ilustrativa de meio de cultivo. Fonte: Shutterstock.

A producao de carne cultivada deve levar
em conta também as caracteristicas de cor,
sabor, textura e propriedades nutricionais
do alimento. Varias mudancas bioquimicas
podem interferir nas caracteristicas
sensoriais, como processos durante o
periodo inicial pds-morte, glicolise post
mortem, rigor mortis, declinio de pH, ativacao
calpaina, entre outros (Bhat et al., 2019).
A auséncia dessas etapas pode afetar a
qualidade geral da carne produzida. A
exemplo disso, o aspecto da carne bovina
cultivada tende a ser mais amarelado do
que avermelhado em comparacao a carne
natural, devido a reducao da expressao
de mioglobina. No entanto, condicdes de
cultivo variadas como baixa disponibilidade
de oxigénio podem aumentar a expressao
de mioglobina, recuperando a coloracao
vermelha (Kanatous & Mammen, 2010).
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O processo de cultivo projeta a formacao
de bancos de células que irdo permitir a
independéncia do uso de animais no processo
de obtencao das células, bem como irdao
garantir a estabilidade da linhagem celular
e a consisténcia do tipo celular cultivado. A
ideia é que as células sejam selecionadas,
validadas e congeladas em pequenos
lotes, permitindo o uso gradual ao longo do
tempo. Essas poderao ser descongeladas,
validadas novamente e replicadas, mantendo
a expansao continua. O procedimento de
congelamento deve ser padronizado no que
diz respeito ao meio e a técnica utilizados.
Normalmente o congelamento rapido reduz
o risco de cristalizacao intracelular comum
ao processo usual de solidificagao. O meio de
congelamento e as substancias crioprotetoras
adicionadas devem ser testados quanto a
toxicidade e a seguranca no processo de
cultivo posterior (Elliott, Wang, & Fuller 2017).

Em resumo, ainda existem muitos tépicos a
serem explorados em fungao davariabilidade
de obtencao dos tipos celulares. A
origem do animal pode exigir otimizagoes
variadas. Ainda, a raca, a idade, o sexo, as
particularidades genéticas de cadaindividuo,
a metodologia usada para coleta de células
do animal e o tipo de tecido de onde sera
retirada a populacao celular inicial sao todos
fatores que podem influenciar no resultado
final (Kyttala et al., 2016). Sendo assim,
mais estudos sao necessarios para elucidar
a potencialidade de cada tipo celular, a
acessibilidade das culturas celulares e como
as propriedades de cada célula podem
influenciar as proximas etapas de cultivo.

SFI ““,,/Brasil

3.2. Meios de cultivo

Apods o procedimento de coleta das células,
essas sao isoladas e cultivadas em meio de
cultura apropriado. A composicao do meio
é extremamente importante, pois pode
influenciar a eficiéncia do crescimento
e as caracteristicas finais do produto.
Historicamente, as formulacoes de meio
de cultivo foram desenvolvidas objetivando
uma aplicacdo na industria farmacéutica,
tornando os atuais custos de producao de
meios de cultivo celular muito elevados
e incompativeis com o esperado para a
industria de alimentos. Por isso, os meios
de cultivo sao considerados elementos
criticos para a producao industrial de carne

cultivada.

Imagem ilustrativa de meio de cultivo. Fonte: Adobe Stock.
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Um meio de cultivo consiste em uma
formulagao padrao contendo glicose, sais
inorganicos, vitaminas sollveis, aminoacidos
e tampoes que otimizam o processo de
crescimento celular (van der Valk et al.,
2010). Contudo, a demanda celular de
nutrientes pode variar em diferentes fases
do crescimento celular, tal como a etapa
de diferenciacdo, proliferacdo e sintese
proteica, bem como em relacdao a espécie
e tipo celular cultivado (Burton, Vierck,
Krabbenhoft, Byrne, & Dodson, 2000; Yao &
Asayama, 2017).

Meios de cultivo com composicao definida
jAd sdao comercializados, com variacoes
nos niveis de glicose, piruvato e outros
componentes que melhor se adequam
ao tipo celular em cultivo. No entanto, as
informacdes sobre sua formulagao muitas
vezes sao limitadas, uma vez que é um
parametro de diferenciacao competitiva.
Diversas pesquisas vém sendo realizadas
para otimizar os meios de cultura com novas
tecnologias para isolamento dos compostos.
Por exemplo, a obtencao dos compostos
normalmente ocorre pela alta purificagao
de aminoacidos e aclcares. Contudo, o
uso de hidrolisados ou polissacarideos de
processamento agricola em grande escala
podem vir a servir como insumos para 0s
meios de cultura da carne cultivada (Girén-
Calle et al., 2008; Babcock, Smith, Huntinga,
& Merrill, 2012). Ainda, andlises estatisticas
e de bioinformatica podem ajudaraequilibrar
os tipos de componentes e seus niveis
mais aceitos para aplicacao como meio de
cultura de uma célula em especifico, apds

validacao em culturas em grande escala.
Essa abordagem reduziria significativamente
0 tempo e 0s recursos necessarios para
otimizar os meios de cultivo personalizados
para cada célula (Jamal, Alam, & Salleh,
2008).

A formulacao de um meio de cultivo basal
€ muitas vezes suficiente para manter as
células vivas por curtos intervalos de tempo,
mas para que elas proliferem de forma
eficiente por longos periodos é necessario
oferecer suplementacao. Nesse sentido,
o soro fetal bovino (SFB) tem sido usado
como suplementacao do meio basal em
ensaios laboratoriais. O soro bovino é o
mais comum, mas utilizam-se também de
outras origens, como de cavalo ou extratos
de embrido de galinha (Burattini et al., 2004;
Chiron et al., 2012). A composicao do soro é
extremamente complexa, sendo umamistura
rica em proteinas e aminoacidos, acidos
graxos, hormonios e fatores de crescimento.
Contudo, o SFB contém centenas ou mesmo
milhares de componentes diferentes, e
a verdadeira composicao e quantidades
desses componentes sao desconhecidas,
tornando-o um produto quimicamente
indefinido. A composicao varia de acordo
com a regiao geografica (onde a dieta de
um animal pode variar), por lote dentro da
mesma regiao geografica, pela sazonalidade
da coleta, pela quantidade e identidade
dos antibidticos ou hormonios recebidos
pela mae e pela idade gestacional do feto.
Ainda nao se sabe muito bem quais sao os
componentes especificamente responsaveis
por promover o crescimento celular in vitro
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(van der Valk et al., 2010), mas a selecao
especifica deles podera acelerar o processo
de crescimento celular e aprimorar o
processo de cultivo.

Apesar de seus beneficios, a utilizacao
de SFB nao é esperada para a producao
em larga escala de carne cultivada, e o
desenvolvimento de substitutos de SFB é
prioridade na maior parte das empresas
de cultivo de carne. Além da composicao
quimica indefinida, que pode acarretar
diferengcas de eficiéncia entre lotes de
producao, os soros animais sao potenciais
fontes de contaminacao de diferentes
microrganismos. Além disso, por questdes
éticas, o uso do SFB esta desalinhado com
um dos beneficios fundamentais da carne
cultivada, que é a producao do alimento por
meio de um processo produtivo que respeite
0S animais.

Visando reduzir a heterogeneidade dos
meios de cultivo convencionais a base de
suplementacao com SFB, diversos estudos
visam a producdo de meios de cultivo
sintéticos, em que se teria a definicao
dos componentes e suas
concentracoes (O’Neill, Cosenza, Baar,
& Block, 2021). Nesse sentido, técnicas
inovadoras estao sendo estudadas, por

respectivas

exemplo a utilizagcao de subprodutos da
agroindustria e fermentacao como fonte
quimica de produtos presentes no meio
de cultivo. Essa tecnologia pode reduzir
os custos na producao de meio de cultivo,
um fator fortemente limitante da producao
em escala industrial. Outros métodos de
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economia podem ser aplicados, como a
reciclagem de meios de cultivo, os quais
podem ser reutilizados em um novo processo
de producao.

Além disso, a utilizacao de meios de cultivo
sintéticos, com compostos definidos, pode
reduzir a variabilidade entre lotes de soro
e permitir a producao de meios de cultivo
padronizados e em escala comercial. A
fabricacao de fatores de crescimento com
origem diferente da animal vem sendo
estudada por diferentes técnicas, tais como
fermentacao bacteriana ou por extratos de
planta, ou, ainda, producdao de proteinas
recombinantes produzidas por fermentacao
(Jochems, van der Valk, Stafleu, & Baumans,
2002; van der Valk et al., 2010), inovacoes
que prometem evoluir significativamente
nos proximos anos. Da mesma maneira, a
otimizacao das formulagoes poderaaumentar
a eficiencia de consumo e metabolismo
celular (Shiozuka & Kimura, 2000).

Células com alta capacidade proliferativa
exigem altas doses de nutrientes, tais como
glicose e aminoacidos. Os aminoacidos
podem ser obtidos por fermentacao com
consumo de glicose, mas fontes alternativas,
como biomassa de algas e certas culturas
bacterianas, podem representar boas
estratégias para diminuir os custos de
producao e ao mesmo tempo fomentar
processos

tratamento de residuos e capturade CO? (Kim

outros sustentaveis, como
2013; Matassa, Verstraete, Pikaar, & Boon,
2016). Estudos de engenharia metabdlica

computacional estao sendo realizados e
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serao de grande importancia para prever nao
apenas o estado funcional das células, mas
também avaliar formulacdes de nutrientes
ideais para o crescimento celular in vitro
(Feist & Palsson, 2016).

Outros componentes comuns no meio de
culturasao os antibidticos e antifungicos, que
reduzem a possibilidade de contaminagao no
processo de cultivo. Espera-se o uso desses
compostos em concentragdes reduzidas e/
ou apenas em estagios iniciais no processo
de cultivo, que apresenta uma maior
probabilidade de contaminacao, por isso é
pouco provavel que residuos de antibidticos
e antifingicos permanecam no produto final.
Apesardisso, é recomendado que a utilizagao

desses compostos seja regulamentada,

Carne cultivada. Crédito: Aleph Farms

assim como ocorre na producao de carne
convencional na agropecuaria (Brasil, 2009).
Isso é especialmente importante para
culturas de tempo de cultivo prolongado, as
quais sao mais expostas a contaminacao.

A composicao dos meios de cultivo pode
definir as caracteristicas da carne. A
deficiéncia de vitaminas, por exemplo, pode
causar degeneracao em células musculares
(Braga, Simmons, Norris, Ferrini, & Artaza,
2017). As altas taxas de glicolise em células
de cultivo podem causar acidose e deixar
a carne mais opaca, assim como ocorre
no musculo bovino quando altas taxas de
glicolise sao induzidas — nesse caso por
diferengas climaticas, nutricionais e de
estresse (Post et al.,, 2020). Portanto, sao
fundamentais os estudos para producao de
meio de cultura altamente especializado
para a demanda celular.

Além disso, a cultura de células mistas,
com diferentes tipos de células, exigira
composi¢coes de meio variadas, uma vez
gue as demandas sao diferentes para cada
tipo celular. Ainda, nesse tipo de cultura
pode ser que uma célula gere produtos
intermediarios que alterem o crescimento
do outro tipo celular, comprometendo a
eficiéncia de producao. Nesse contexto, a
adocdao de modificacdo genética poderia
otimizar a eficiéncia de uso dos nutrientes
pelas células, assim como o crescimento e
adaptacdao a meios sintéticos ou melhorar
caracteristicas do produto final, como
nutricao, sabor e textura (Lee et al., 2016).

Série Tecnoldgica das Proteinas Alternativas « Carne Cultivada




3.3. Biorreatores

Um dos grandes desafios no sistema de
cultura de células é a producdao em escala
industrial. E necessario que todo o processo
seja controlado, com alta replicacao e que
a densidade celular seja maior do que um
sistema bidimensional, como normalmente
é feito o cultivo celular em escala de
bancada. Ao contrario de métodos manuais,
0S quais sao caros, trabalhosos e possuem
alto risco de contaminacgao, o processo de
cultivo em escala industrial deve ocorrer
em biorreatores. Com biorreatores, o
processo pode ser automatizado, planejado
e adequado para cada tipo celular, reduzindo
a manipulacao humana e os riscos de
contaminacao. Essas ferramentas permitem
manterumambientecontrolado,combalanco
de energia e retirada de calor do sistema, se
necessario, de forma a preservar os padroes
energéticos do sistema. Parametros tais
como tipo de meio de cultura, temperatura,
oxigénio e densidade
permanecer estaveis ou variar de acordo com

celular devem
ademanda, de formaa padronizar o processo
industrial. Os biorreatores sao essenciais
para a proliferacdao das células. Para isso,

Imagem ilustrativa de um biorreator. Fonte: Shutterstock.

os meios de cultura e a adicao de fatores de
crescimento podem ser alterados ao longo
do processo para estimular a diferenciacao
celular ou aprimorar o crescimento e
densidade celular (Braga et al., 2017; Allan,
De Bank, & Ellis, 2019).

O design de um biorreator dependera da
forma do produto final, por exemplo, carne
moida ou em formato de bife. Nem todos os
biorreatores serao desenhados para abrigar
suportes (scaffolds) no seu interior. Contudo,
o seu tamanho podera variar em funcao do
modelo do suporte inserido — uma vez que
depende do volume e da superficie —, bem
como com a eficiéncia de semeadura do
biorreator, a dinamica de circulacao do meio
de cultivo pelo sistema, transferéncia de
massa, custo etc. (Allan et al., 2019).
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Existem diversas  configuracoes  de
biorreatores. Um biorreator deve ser capaz
de simular um sistema natural, em que as
células sao irrigadas por vasos sanguineos
que permitem a chegada de nutrientes para
a manutencao da viabilidade celular. Existem
biorreatores nos quais a célula cresce em
suspensao, em microesferas, por exemplo,
ou aderida a sistemas planares (Post et al.,
2020). O cultivo em suspensao é preferido,
ja que permite maior agitacdo e aumenta a
superficie de contato com o meio de cultivo,
reduzindo a limitagcao de difusao de nutrientes
(Hu, 2020). Sistemas de esferas suspensas
em solucao com agitagao constante permitem
um maior contato das células com o meio,
sendo estruturas potencialmente candidatas
para crescimento em larga escala (Bhat et al.,
2019). Sistemas com alimentagao continua
do meio de cultivo e agitagcao constante sao
interessantes por manterem um ambiente
homogéneo. A mistura pode se dar por
agitacao mecanica, pneumatica ou hidraulica,
como biorreatores de tanque agitados por
impulsor (STRs), biorreatores de parede
giratéria (RWBs) e biorreatores em ondas
(Allan et al., 2019).

3.4. Estruturacao

Uma outra questao desafiadora no
processo de cultura de células é manter a
disposicao dessas unidades em crescimento
alinhadas em forma de fibras, como ocorre
naturalmente na carne convencional e na
formacao do tecido estruturado. As células
de mamiferos normalmente requerem
fixacdo em alguma superficie para

Biorreator de Perfusdo. Crédito: Sartorius.

/
SFI J,J’/ Brasil Série Tecnoldgica das Proteinas Alternativas « Carne Cultivada




crescimento, por isso, diversos sistemas
de ancoragem vém sendo estudados para
o cultivo de células em biorreatores, como
os suportes para estruturacao (scaffolds)
e os microcarreadores. De forma geral, a
proliferacao dessas células comeca em um
pequeno sistema de cultura planar, seguida
por expansdao volumétrica em sequéncia
e, finalmente, a maturacao do produto
em grandes biorreatores. Esses sistemas
fornecem o suporte mecanico e a porosidade
paratrocade nutrientes, bemcomo conferem
estrutura e textura mais similares a carne
convencional.

Os microcarreadores sao muito utilizados
como matriz de ancoragem. Caracterizam-
se por terem formato de microesferas, o que
possibilitaumaamplaareadeancoragempara
as células em crescimento nos biorreatores,
uma vez que as esferas ficam em suspensao
na cultura. Eles podem ser compostos de
diferentes materiais (sintéticos ou naturais),
eidealmenteaquelesusados paraaproducao
de carne cultivada devem ser comestiveis.
Caso o material ndao seja comestivel, ele
deve ser separado das células e removido do
produto antes do processamento final, o que
pode fazer com que muitas células sejam
perdidas, comprometendo o rendimento do
processo (Reiss et al., 2021).

Varios biomateriais sintéticos ou naturais,
de origem animal e vegetal, tém sido usados
na bioengenharia de tecidos como suporte
para estruturacao. O colageno, por exemplo,
tem obtido bastante sucesso para o cultivo,
mas, como é de origem animal, representa
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Estrutura de suporte utilizada para produzir
cultivo celular (scaffold). Fonte: Shutterstock

uma fonte esgotavel e nao sustentavel
para a producao de carne (Dong & Ly,
2016). Compostos naturais provenientes
da agricultura, formados por celulose,
como a folha de espinafre descelularizada,
foram testados como matrizes de apoio
para miocitos, apresentando resultados
promissores (Jones, Rebello, & Gaudette,
2021). Além disso, a soja texturizada pode
representar uma alternativa viavel como
sistema de ancoragem, considerando que é
um biomaterial proteico e poroso, além de
comestivel (Ben-Arye et al., 2020). Alguns
outros compostos sao sugeridos, como
amilopectina, quitosana, dextrana etc.,
porém a aplicacao para seu uso em alimentos
precisa ser melhor estudada (Ben-Arye et
al., 2020; Bodiou, Moutsatsou, & Post, 2020;
Ong et al., 2021).
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Outra tecnologia que vem sendo adaptada
para estruturar a carne cultivada é a de
bioimpressao 3D, combinada com principios
de engenharia para producao de tecidos ou
orgaos (Gillispie et al., 2019). Essa tecnologia
é aplicada na area clinica para geracgao
de tecidos e desenvolvimento de orgaos
anatomica e funcionalmente semelhantes
aos humanos. No contextodacarne cultivada,
essa técnica consiste em depositar biotintas
contendo células e outros elementos a fim
de obter um produto final com espessura,
textura e caracteristicas sensoriais dos
cortes de carne tradicionais. Alguns desafios
classicamente associados a engenharia de
tecidos com foco em aplicagdes clinicas
sao dificuldade de vascularizagao, baixa
resisténcia mecanica e limitagoes no aporte
nutricional das células. (Mandrycky, Wang,
Kim, & Kim, 2016).

3.5 Produto final e seu
processamento

Uma vez finalizado o processo de cultivo
celular, a carne cultivada é coletada para
futura aplicagao como carne fresca (carne,
moida, bifes, pedacos de frango etc.) ou
pode ser utilizada como matéria-prima na
producdao de inumeros produtos carneos
(hamburguer, nuggets, almondegas,
linguicas etc). Ainda, dependendo do
produto desejado, podem ser adicionadas
outras substancias, como aromatizantes,
aglutinantes e aditivos produzidos por
fermentacao, compostos a base de plantas
(Ongetal.,2021).Comoacarneconvencional,
o produto cultivado também pode ser

submetido a processamentos subsequentes,
como esterilizacao, tratamento por calor
ou radiagao,
enzimatico, defumacdo, secagem, cura,
pasteurizacao e outros (Post et al., 2020).
O controle de qualidade e fiscalizacao
dos produtos
carne

fermentacao, tratamento

carneos derivados da
seguem 0s

requisitos estabelecidos para os produtos

cultivada mesmos
convencionais. Ainda, o produto final podera
ser oferecido ao consumidor como uma
mistura de carne cultivada e ingredientes
plant-based. Por fim, da mesma forma que
ocorre para os alimentos carneos produzidos
com carne convencional, a composi¢cao
nutricional do produto final devera ser

determinada e informada no seu rotulo.

Carne cultivada produzida com tecnologia
de impressao 3D. Crédito: Aleph Farms
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Saiba mais

Para saber mais sobre carne cultivada,

acesse:

The science of cultivated meat

State of the industry report:
cultivated meat and seafood

Carne Cultivada: perspectivas
e oportunidades para o Brasil

Glossario: carne cultivada

Sala de cultivo. Fonte: Upside Foods.
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