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INTRODUCAO

A carne cultivada, produzida a partir da multiplicagdo in vitro de células animais, € uma
alternativa ética e promissora a producéo de carne por pecuaria tradicional, sendo capaz de minimizar
0 uso de recursos naturais, reduzir a geracdo de poluentes e proporcionar maior controle sanitario e
nutricional (Lee et al., 2021; Santos et al., 2023).

Para o desenvolvimento de estruturas complexas, como bifes, a partir desse processo, é
necessario o uso de estruturas tridimensionais denominadas scaffolds, que atuam como suportes
temporarios para adesao, multiplicagao e diferenciagao celular. Esses suportes podem ser produzidos
por biocimpressao 3D, que permite a deposi¢ao precisa de biotintas em geometrias controladas (Seah et
al., 2022). Dentre os materiais usados na producao das biotintas, destacam-se a xantana (X), o alginato
(A) e a gelatina (G), por suas propriedades reoldgicas, biocompatibilidade e alta retencdo hidrica
(Bomkamp et al., 2022). Por também terem comportamento pseudoplastico e capacidade de formagao
de filamento, esses materiais sdo ja aplicados em bioimpressao 3D (Petri, 2015; Malda et al., 2013).

Considerando a relevancia da aparéncia visual para a aceitagao comercial da carne cultivada,
avaliou-se a incorporagado de corantes naturais em hidrogéis a base de X, A e G, visando simular as
tonalidades caracteristicas da carne bovina, conforme mostrado por Ryu et al. (2023). Foram utilizados
extrato de beterraba (EB, rico em betanina) e fibras de maca (FM), para conferir coloragao
avermelhada, amarronzada ou amarelada, equivalentes a coloracdo de musculo ou gordura de um bife
com diferentes niveis de coccdo. O desempenho reoldgico, estrutural, a estabilidade e o aspecto final

dos hidrogéis ap6és a impressao 3D foram analisados.
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METODOLOGIA

MATERIAIS

Os materiais utilizados nesta pesquisa foram alginato de sddio (cédigo W201502, lote
MKCC4541, Sigma-Aldrich), com massa molecular média de 64,8 + 16,6 kDa e indice de
polidispersividade de 1,32 + 0,17, goma xantana (Xantural tipo 180, lote 2J7007K, CP Kelco),
caracterizada por um teor de acido piruvico superior a 1,5% e massa molecular de aproximadamente
1000 kDa, gelatina tipo B derivada de pele bovina (codigo G9391, lote 5LCM2104, Sigma-Aldrich),
tampéo fosfato salino (PBS, cdédigo P4417, lote SLCN8514, Sigma-Aldrich), e cloreto de calcio
dihidratado (CaCl.-2H.0, cédigo C7902, lote SLCF1048, Sigma-Aldrich,).

PREPARO DAS FORMULACOES

Pigmentos naturais (extrato de beterraba ou fibra de magd) foram solubilizados em solugcéo

salina tamponada com fosfato (PBS) a 6% (m/v), sob agitacdo magnética a 350 rpm por 20 min. As
solugdes foram filtradas a vacuo para garantir a separacao das fragdes soluvel e insoluvel. Em seguida,
solugbes dos polissacarideos A e X, a uma concentragdo de 5% (m/v), foram, separadamente,
preparadas em PBS a temperatura ambiente, sob agitacdo (500 rpm, 20 min). As solu¢bes foram
misturadas nas proporgoes de X:A de 2:1 (v/v) em seringas de 20 mL. A solugdo de gelatina foi
preparada em PBS a aproximadamente 40 °C, nas concentragcdes de 9% e 18% (m/v), e entdo
incorporada a mistura A:X na proporgao de 2:1 (v/v) entre a mistura dos polissacarideos e a gelatina. A
seguir, o hidrogel obtido foi esterilizado em autoclave a 121 °C por 15 min e centrifugado a 3000 rpm
por 5 min. Apdés o preparo, as formulagbes foram armazenadas a 4 °C e utilizadas nos testes de
caracterizacbes a temperatura ambiente. Foram preparadas as formulagées AXG-3 e AXG-9, sendo a

primeira preparada utilizando-se a solugao de gelatina a 18%, e a segunda a 9% (m/v).

ANALISES QUALITATIVAS

Analisou-se a formacado manual de filamentos pela extrusdo dos hidrogéis por seringas de 5 mL
acopladas a agulhas gauge 18, avaliando-se a continuidade e homogeneidade dos filamentos
formados. As formulagdes também foram também extrudadas sobre uma plataforma vazada, com vaos

de 1 a 6 mm, para se observar a sua estabilidade estrutural dos filamentos obtidos.

ANALISE DA REOLOGIA

As analises foram feitas em um redmetro modular Anton-Paar MCR-10, com geometria cone
CP-50 e varredura de taxa de cisalhamento entre 0,1 s™ e 1000 s™*, com duragao de cerca de 10 min
por replicata. A partir desta analise, foram determinados os indices de consisténcia (K) e
comportamento de fluxo (n) empregando o modelo power-law. Para simular o processo de extrusao, foi
aplicado o teste de tixotropia de trés intervalos (3ITT), com avaliagao da recuperagao de viscosidade
(Rv). Além disso, realizou-se uma varredura de frequéncia para quantificar os médulos elastico (G') e

viscoso (G") e o fator de perda (tan & = G"/G"), para analisar o perfil viscoelastico das amostras.
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TESTE DE EXTRUSAO

O teste de extrusao foi realizado em um texturdmetro (Stable Micro Systems, modelo TA.XTplus

- Texture Analyser). As amostras foram extrudadas por bicos de extrusdo de 18G e 22G (didametros
internos nominais correspondendo a 0,838 mm e 0,414 mm, respectivamente), empregando 4mm/s,
8mm e 0,098N, para a velocidade, distancia e forca de disparo, respectivamente. As analises de forca

média foram realizadas na regiao linear do grafico de forga versus deslocamento (Bau, 2023).
RESULTADOS E DISCUSSAO

As andlises qualitativas realizadas, com resultados mostrados na Figura 1, demonstraram que
todas as formulacdes formaram filamentos estaveis, continuos e uniformes por extrusdo manual, sem
gotejamento, indicando boa resisténcia e adequado potencial para bioimpressao 3D. Os géis se
mostraram translucidos, com nuances de cor, dependendo da pigmentagdo. Em relacao a gelatina,
observou-se que formulagdes com menores concentragdes mostraram-se mais fluidas. No entanto,

ambas mantiveram bom desempenho em termos de deposi¢ao e continuidade do filamento.

Figura 1: Registros fotograficos dos testes qualitativos de formagao de filamento (imagens a esquerda) e

de resisténcia a deposi¢cao em molde vazado (imagens a direita).

AXG-3 EB AXG-9 FM AXG-9 EB

Os resultados das analises reoldgicas estdo sumarizados na Tabela 2. Todas as formulagées
apresentaram n < 1, caracterizando comportamento pseudoplastico, caracteristica esta desejavel para
bioimpressao 3D, pois permite a reducdo da viscosidade sob cisalhamento e sua recuperacdo em
repouso, favorecendo o escoamento pelo bico de extrusdo e a manutencdo da estrutura apds a
deposicao. Todas as amostras também apresentaram tan ® < 1, indicando a predominancia do médulo
elastico (G’) sobre o médulo viscoso (G”), o que confirma um comportamento viscoelastico sélido, que
pode ser associado a maior capacidade de manutencdo estrutural e fidelidade dimensional em
aplicacdes de bioimpressao. Ja a recuperacao de viscosidade variou entre as formulagdes testadas. De
modo geral, as formulagbes com menor concentracdao de gelatina (AXG-9) apresentaram maiores
porcentagens de recuperagdo em comparagao as suas correspondentes com maior teor de gelatina
(AXG-3). Além disso, as amostras contendo FM apresentaram melhor desempenho que aquelas com
EB, independentemente da concentracdo de G. Esses resultados sugerem que a menor concentragéao
de G (formulacdo AXG-9) favoreceu a reconstrugcdo da rede apods o cisalhamento, possivelmente
devido a menor rigidez da matriz, o que facilita a reorganizacao das cadeias apds a deformacgao.

Quanto ao efeito dos pigmentos, supde-se que a FM , por ser rica em polissacarideos insoluveis
com potencial gelificante, tenha contribuido para a coesio da estrutura. Em contraste, o EB, constituido

majoritariamente por compostos fendlicos hidrossoluveis, pode ter interferido nas interagdes
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intermoleculares da rede, prejudicando sua recomposi¢ao. Dentre as formulagdes testadas, AXG-9_FM
apresentou o melhor desempenho em termos de recuperacdo estrutural apds o cisalhamento,
indicando maior capacidade de manter a integridade durante a extrusao e apds a deposigido. A partir
desses resultados, considera-se a formulacdo AXG-9_FM como a mais promissora para bioimpressao,

pois esta se destaca em termos de estabilidade, recuperacgao rapida de forma e fidelidade dimensional.

Tabela 2: Parametros reolégicos das formulag¢6es de hidrogel: comportamento pseudoplastico,

predominéancia elastica e recuperac¢ao da viscosidade.

indice de comportamento Recuperagao da
Formulagao Razao G"/G’
do escoamento viscosidade (%)
AXG-3_EB n<-1 tand <1 62,0%
AXG-3 FM n<-1 tand <1 81,5%
AXG-9 EB n<-1 tand <1 83,8%
AXG-9 FM n<-1 tand <1 98,0%

Os resultados dos testes mecanicos de extrusido sdo apresentados na Tabela 3. As formulagdes
contendo FM demonstraram maiores forcas de extrusdo em comparagdo aquelas com EB,
independentemente do didmetro do bico de extrusdo (agulha) utilizado. As amostras com maior
concentracao de G (AXG-3) exigiram maior forca de extrusdo do que as formulagbes com menor
concentracao (AXG-9), o que indica que a gelatina contribui para o aumento de rigidez do gel.
Formulagcbes contendo o EB apresentaram forgcas de extrusdo mais baixas, muito provavelmente pela
sua menor interagao estrutural com a matriz polimérica, como mencionado anteriormente. Além disso, a
variagao no didmetro da agulha influenciou os resultados conforme esperado: a redugao do didmetro da
agulha de 18G para 22G resultou em aumento da for¢a de extrusao em todas as formulagdes, devido a

maior resisténcia ao fluxo em canais mais estreitos.

Tabela 3: Forga de extrusao (N) requerida pelas formulagoes AXG-3 e AXG-9 contendo pigmentos naturais
(EB ou FM), determinada com agulhas 18G e 22G.

Forca de extrusédo (N)
Formulagao

18G 22G
AXG-3_EB 9,9+0,3 27,7+0,3
AXG-3_FM 15,2+ 0,1 52,2+0,5
AXG-9_EB 14,3+0,3 30,5+14
AXG-9_FM 95+0,5 33,5+0,5

CONCLUSOES
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As formulagbes de hidrogel desenvolvidas demonstram comportamento reolégico adequado
para aplicagbes em bioimpressdao 3D, com perfil pseudoplastico (n < 1) , predominancia das
propriedades elasticas (tan & < 1) e boas capacidades de recuperagdo de viscosidade apds o
cisalhamento. A concentragdo de gelatina e o tipo de pigmento natural utilizados influenciaram de
maneira significativa o desempenho das formulagdes. Foi observada uma melhor recuperacao
estrutural nas amostras com menor teor em G e com adicdo de FM A formulagdo AXG-9 FM
apresentou o melhor desempenho, reunindo caracteristicas como forca de extrusao adequada, alta
recuperacao da viscosidade e propriedades viscoelasticas favoraveis. Considera-se, portanto, que
essa formulacdo é a mais promissora para aplicagcbes em bioimpressdo de scaffolds para o

desenvolvimento de carne cultivada com boa fidelidade estrutural e dimensional.
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