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INTRODUGAO:

Diante do aumento da demanda global por alimentos e dos impactos ambientais associados a
pecuaria tradicional, a carne cultivada surge como uma alternativa promissora, mais ética e
sustentavel. Dentre as tecnologias emergentes, a bioimpressao 3D permite a produgao de estruturas
carneas mais complexas, como bifes e filés, a partir de células obtidas por bidpsia, expandidas in vitro
e organizadas sobre suportes (scaffolds) especificos (Lee et al., 2021; Santos et al., 2023). Os
scaffolds, além de favorecer a adesdo e proliferacdo celular, devem apresentar propriedades
adequadas para a bioimpressdo, como pseudoplasticidade, coesdo do filamento e estabilidade
estrutural (Lee et al., 2021; Seah et al., 2022).

Hidrogéis constituidos de polimeros naturais mostram-se adequados para a produgdo de
scaffolds, devido a sua biocompatibilidade e propriedades fisico-quimicas (Singh et al., 2023). Dentre
0s principais compostos utilizados para este fim, o alginato (A), a goma xantana (X) e extratos
protéicos de plantas como amaranto (Am), soja (S) e ervilha (E) s&o particularmente atraentes. O
alginato apresenta capacidade de reticulagdo na presenca de ions bivalentes (Lee et al., 2020), a
goma xantana (X) possui comportamento pseudoplastico em solugcao (Petri, 2015) e os extratos
mencionados sao capazes de promover a adesao celular (Ayala-Nifio et al., 2020; Kim et al., 2024).

Diante desse contexto, o presente trabalho visou a obtengéo de hidrogéis de alginato e goma
xantana, combinados com extratos de proteinas vegetais - Am, S e E - com caracteristicas adequadas
para a bioimpressao 3D. O desempenho das formulagbes foi analisado por meio de testes qualitativos,

analises reologicas e ensaios de printabilidade.
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METODOLOGIA:

MATERIAIS:

Para a realizagcéo deste trabalho foram utilizados A (W201502, Sigma-Aldrich, lote MKCC4541)
de massa molecular média de 64,8 + 16,6 kDa e indice de polidispersividade de 1,32 + 0,17, X
(CPkelco, Xantural 180, 2J7007K), farinha de Am disponivel comercialmente (Vitalin, lote 00214/24
18:38), proteinas de E (NTC-PRO300, lote 240205/1) e S (NTRMIX-PRO70, lote 240205/2) da
Nutrassim, solu¢do salina tamponada com fosfato (PBS, Invitrogen, lote 79032721), cloreto de célcio
dihidratado (Synth, lote 104655), hidréxido de sodio (Ecibra, lote 17.803) e acido cloridrico
(LSChemicals, lote 25.669).

ISOLAMENTO DA PROTEINA DO AMARANTO:

Farinha de Am previamente triturada e peneirada (mesh 32) foi adicionada a dgua deionizada

na proporcao 1:10 m/v. O pH da solucgéo foi ajustado para 9 com solu¢cdo de NaOH 2M, e a mistura foi
mantida sob agitacdo por 1 h a temperatura ambiente. Em seguida, a solugao foi centrifugada a alta
rotacdo por 20 min a 15°C. O pH do sobrenadante foi ajustado para 5 com solugdo aquosa de HCl a
2M para promover a precipitacdo da fracdo albumina. Apds nova centrifugagdo, o precipitado foi

coletado, teve seu pH ajustado para 7 e foi liofilizado sob vacuo a temperatura ambiente por 48 h.

PREPARO DAS FORMULACOES:

Solugdes de A (8% m/iv) e X (4% m/v) foram preparadas em PBS sob agitagdo mecénica
vigorosa a temperatura ambiente. Em seguida, foram misturadas com solu¢des dos extratos de Am, S
e E (também em PBS) na propor¢do de 3:1 (v/v). através de seringas interconectadas, originando
formulagdes com menor (AXAm-3, AXS-1 e AXE-1) e maior (AXAm-4, AXS-2 e AXE-2) proporgao de
goma xantana. Os extratos proteicos de S e E foram previamente submetidos a 92°C por 1 hora e
acrescidos de goma xantana a 0,3% m/v, com base no trabalho de Liu et al. (2023). As formulag¢des

foram esterilizadas por autoclavagem (121°C, 15 min), centrifugadas e armazenadas a 4°C até o uso.

ANALISE QUALITATIVA:

Foi analisada a qualidade do filamento formado pela extrusdo dos hidrogéis através de seringa
de 20 mL acoplada a um bico de 18G, avaliando-se a uniformidade, continuidade e grau de
espalhamento do filamento. Também foi realizado o teste de reticulacdo, pela exposi¢cao por 20 min

dos hidrogéis depositados em placa de 24 pogos a solu¢ao de CaCl. a 100 mM.

ANALISE REOLOGICA:

Foi analisada a variagdo da viscosidade com a taxa de cisalhamento no intervalo de 0,1s™ a
1000 s™", empregando-se para o ajuste dos dados o modelo de poténcia (Equacao 1) (Morrison, 2001).
Fez-se também a analise de varredura de frequéncia, para se obter a razao entre os modulos viscoso
e elastico (tand = G”/G’) e 0 comportamento viscoelastico do hidrogel e avaliou-se a tixotropia com 3
intervalos (3ITT) para quantificar a recuperagédo da viscosidade apds aplicagdo de cisalhamento de

1s"e 100s™ (Equacéo 2):
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w = my" " (Equacdo 1) Rv = <L * 100 (Equagdo 2)

em que yu [Pa*s] é a viscosidade, m [Pa*s"] é o indice de consisténcia, ¥ [s] é a taxa de cisalhamento,
n [-] € o indice de comportamento; e v; e v; [Pa*s] sdo a viscosidade final e inicial. Para materiais

pseudoplasticos, n < 1.

ANALISE DE PRINTABILIDADE:

Apds a analise dos resultados dos testes anteriores, foi selecionada a formulagdo mais
promissora contendo cada proteina vegetal para realizar o teste de printabilidade. As impressdes
foram realizadas em biompressora TissueStart™ (TissueLabs), com bico de 18G acoplado a seringa.
Foram ajustados os parametros de flow (fluxo de extrusdo) e velocidade de impressao, visando a
formacao de construtos estaveis e reprodutiveis. Foram calculados a printabilidade, que representa a
fidelidade do construto impresso em relagdo ao modelo tedérico da Figura 1, conforme Equacao 3, e 0
espalhamento do filamento, segundo a Equacéo 4:

2 F —F
12A (Equacgéo 3) F = —#——=- * 100 (Equagéo 4)

Pr =
s

em que Pr é a printabilidade, L [m] é o perimetro do poro e A, [m?] é a area do poro; Fs é o
espalhamento do filamento, e F,, , e F,, ; [m] s&o as espessura real e tedrica do filamento.
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Figura 1. Modelo utilizado para o teste de printabilidade (Azoubel, 2022).

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Todas as formulagbes formaram filamentos continuos e uniformes. No entanto, a formulagéo
AXAm-4, que tem maior propor¢do de goma xantana, apresentou comportamento excessivamente
elastico (o filamento se estendia em excesso sem se romper facilimente, resultando em fios que se
alongavam e dificultavam o controle da extrusdo). Esse efeito compromete a precisdo do processo de
bioimpressao e pode causar falhas na deposicéo dos filamentos.

As formulagdes contendo extratos de soja e de amaranto apresentaram particulas insoluveis
visiveis na formulagédo final, o que pode interferir negativamente no processo de impresséo, ao
prejudicar a capacidade de extrusdo do gel e a resolugao dos construtos impressos.

No teste de reticulagéo, todas as formulagdes formaram discos resistentes ao manuseio apdés

20 min de exposicao a solugao reticulante, indicando uma gelificagao eficiente nessas condicoes.
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Os resultados obtidos na analise reoldgica estao indicados na Tabela 1. Todas as formulagdes
apresentaram comportamento pseudoplastico (n < 1), o que é desejavel em processos de
bioimpressao, pois permite que o material escoe com facilidade pelo bico de extrusao e recupere sua
estrutura apds a deposicdo. No teste de tixotropia, as formulacbes AXS-2, AXE-1 e AXE-2
apresentaram maior recuperacdo de viscosidade, comportamento considerado favoravel para
bioimpressao 3D, pois indica que o material tende a recuperar sua estrutura apés o cisalhamento
imposto durante a extrusdo. Além disso, os resultados da varredura de frequéncia indicaram tan & < 1

para todas as formulagbes, evidenciando um comportamento predominantemente elastico.

Tabela 1. Resultados dos testes de reologia.

Formulagcdo Teste de viscosidade versus Teste de varredura Faixa de dados do teste de

taxa de cisalhamento de frequéncia tixotropia de 3 intervalos
AXAm-3 n<1 tand <1 R,:82a87%
AXAm- 4 n<1 tand <1 R,:59a73%
AXE-1 n<1 tand <1 R.: 94 a 97%
AXE-2 n<1 tand <1 R,: 85 a 95%
AXS-1 n<1 tand <1 R: 77 a 79%
AXS-2 n<1 tand <1 R,: 97 a 99%

Dessa forma, tomando como base os resultados dos testes qualitativos e de reologia
selecionou-se as formulagdes AXAm-3, AXE-1 e AXS-2 para analise de desempenho na impressao,
cujos resultados sao apresentados na Figura 2. Os dados de printabilidade indicam a formagao de
poros com bordas irregulares (Soltan et al., 2019). Quanto ao espalhamento de filamento, as
formulagdes AXAm-3 e AXE-1 apresentaram maior espalhabilidade, o que pode comprometer a
definicdo dos construtos impressos.

m Espalhamento do filamento m Printabilidade
80 T 1,25

AXAm-3 AXE-1 AXS-2

11,00
1075

1 0,50

Printabilidade [-]

10,25

L 0,00

Espalhamento do filamento [%]

AXAm-3 AXE-1 AXS-2
Formulagoes

Figura 2. Resultados do teste de printabilidade. A esquerda, imagens das estruturas impressas. A direita,

espalhamento e printabilidade das diferentes formulagdes.

CONCLUSOES:

A partir dos resultados, conclui-se que as formulagdes AXAm-3, AXS-2 e AXE-1 sdo as mais
indicadas para a finalidade proposta apresentando melhores resultados nos testes de reologia,

especialmente no teste de tixotropia em que apresentaram as melhores recuperacdes de viscosidade.
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Mas, ainda é recomendavel o aprimoramento dessas formulacdes para diminuir o espalhamento do
material observado durante o processo de impressao. Também foi possivel concluir que o aumento da
proporgdo de goma xantana na formulagdo contendo extrato de amaranto com o intuito de se
aumentar a sustentacdo do filamento ndo se mostrou como alternativa viavel, por resultar em um

hidrogel com caracteristicas elasticas inadequadas para a impressao 3D.
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