DIPARTIMENTO DI SCIENZE AGRARIE ALIMENTARI E
AMBIENTALI

CORSO DI LAUREA IN: SCIENZE E TECNOLOGIE
ALIMENTARI

IL FUTURO DELLA CARNE SINTETICA: SVILUPPI
TECNOLOGICI, IMPATTI ECOLOGICI E
ASPETTATIVE

THE FUTURE OF SYNTHETIC MEAT:
TECHNOLOGICAL DEVELOPMENTS, ECOLOGICAL
IMPACTS AND EXPECTATIONS

TIPO TESI: compilativa

Studente: Relatore:
Alessio Tomasetti PROF. NADIA RAFFAELLI

ANNO ACCADEMICO 2023-2024




SOMMARIO

ELENCO DELLE FIGURE .. ..ttt ettt e e et e et et e e ae it e e e e ae e ananeaeanenas 4
ACRONIMI E ABBREVIAZIONI ..ouititiiinititeie et et et e e et et e et et e e et e eeaeaeaanas 5
INTRODUZIONE E SCOPO DELLA TESI 1\ttt it ittt e ei e e ei e e ee e, 7
CAPITOLO 1: COMPOSIZIONE STRUTTURALE DELLA CARNE......ccvviiiiiiiiiinieenennnn, 8
1.1 Composizione strutturale della carne............c.cooviiiiiiiiiiiii i, 8
LI 1) 3 418 YT 1 P 9
I 0703111 o101 1S 1L e e 1 F N 10
L 10 <=5 1 S 10
1.5 SiStema VaSCOLAre. .......c.uieit it 11

CAPITOLO 2: ASPETTI SCIENTIFICI E TECNOLOGICI DEL PROCESSO DI

PRODU ZIONE . oo e e e e e e et et et et eenaaas 12
2.1 Processo di ProdUZIONE ..........c.oviiriintiiii ettt et ere e eeeneaaenns 12
2.2 Cellule staminali adulte. ..........oooiitiii e 14
2.3 Cellule staminali pluripoteNti. ... ...oviiriiiiriie ittt e e ereree e eaeaan 15
2.4 Cellule staminali adulte contro cellule staminali pluripotenti..................ccccoenvenn.. 16
2.5 Fattori di CT@SCILA. ..o ue ettt ettt et 17
2.6 Tecniche in CO-COIUTA. .. ....uee e 20
2.7 RUO0l0 dei BIOT@attOTT. ... . ettt ettt et e e 21
2.7.1 SMON €lettrict ....eee e 25

2.8 Ruolo degli scaffold..........cooiiriiniii e 26
2.8.1 Scaffold inidrogel.........ooviiiii e 28
2.8.2 AULO-OTZANIZZAZIONE .. .v'uteetentententet et et et et et et et et et eaaeaaaaeeeaeeans 30

0 3 101 - 4 - 30
2.10 OStacoli Nl PEICOTSO. ... uu ettt e e et ettt e e eaeeenees 31
CAPITOLO 3: IMPATTO AMBIENTALE ..ottt ittt i e, 34




3.1 Influenza sull'impronta €cologica...........oouiiuiiiiii e 34

3.2 L'alternativa sostenibile alla produzione tradizionale..................ccooevviiiiininnn... 35
Capitolo 4: POSSIBILITA' FUTURE DELLA CARNE SINTETICA .....vviii i, 39
O NS 10101 7+ T 39
4.2 Proprietd NUIIZIoNali.........oooiii i e 40
4.3 Influenze sull’accettazione della carne coltivata. .........cooeeeiiiii... 41
4.4 Sfida alla tradizione alimentare Europea...............ooeiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeene 44
Capitolo 5: ASPETTIECONOMICT. ...ttt et et et et e e e et ee e aee e 46
5.1 Il mercato della carne SINTELICA. . ....vviiieriitiite e e 46
CON CLUSTONT .ttt ettt et e e e e e e e e e e e e e e e 48
BIBLIOGRAFTA ..ottt e e e e e e e e e 50
Documenti € STt CONSUITALL. ... uuunet ettt ettt et e e e 50
Referenze citate dai documentl CONSUILAtL. .....o.uueiitie e 56
RINGRAZIAMENT L. ..ot e e e e e e e e e e et ettt e ie e aeas 65




Figura 1:
Figura 2:
Figura 3:
Figura 4:
Figura 5:
Figura 6:
Figura 7:
Figura 8:

ELENCO DELLE FIGURE

Rappresentazione schematica della struttura del muscolo .................ccovvvvnnne. 9
Flusso di lavoro generale per la produzione di carne coltivata.......................... 13
Da cellule satelliti a fibre muscolari............o.oooiiiiiiiiiiii e, 15
Random scaffold da tessuto muscolare decellularizzato................................. 27
Esempio di scaffold in idrogel 3D.........cooiiiiiiii 29
Gas serra prodotti dal settore ZOOteCNICO. .. ..uvuuieiiee i, 35
Crescita stimata del consumo globale di carne entro i1 2030....................ooee.e 36
Fattori che contribuiscono all’accettazione della carne artificiale..................... 46




ACRONIMI E ABBREVIAZIONI

MSC = CELLULE STROMALI MESENCHIMALI

FAP = PROGENITORI FIBRO/ADIPOGENICI

IPSC = CELLULE STAMINALI PLURIPOTENTI INDOTTE
ESC = CELLULE STAMINALI EMBRIONALI

FBS = SIERO FETALE BOVINO

3DBP = 3D BIOPRINTING

PFC = PERFLUOROCHIMICI

DMEM = TERRENO EAGLE MODIFICATO DI DULBECCO
FGF = FATTORE DI CRESCITA DEI FIBROBLASTI

EGF = FATTORE DI CRESCITA EPIDERMICO

TGF = FATTORE DI CRESCITA TRASPARENTE

GHG = GAS A EFFETTO SERRA
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INTRODUZIONE E SCOPO DELLA TESI

La carne sintetica, conosciuta anche come carne coltivata, rappresenta una delle innovazioni
piu promettenti e controverse nel campo dell'alimentazione e della sostenibilita. Si tratta di un
prodotto ottenuto attraverso la coltivazione di cellule animali, senza necessita di allevare o
macellare animali. Questa tecnologia emergente nasce come risposta a sfide globali sempre
piu urgenti, come la crescente domanda di carne, l'impatto ambientale dell'allevamento
intensivo e le preoccupazioni etiche legate al trattamento degli animali. Attraverso la
coltivazione di cellule muscolari in condizioni controllate, la carne sintetica mira a offrire una
fonte di proteine che possa ridurre drasticamente I'emissione di gas serra, il consumo di acqua
e l'uso di suolo associati alla produzione di carne tradizionale. Inoltre, si presenta come
un'alternativa che potrebbe contribuire a risolvere il problema della sicurezza alimentare
globale, fornendo carne di alta qualitd in modo piu efficiente e sostenibile. In questa tesi,
esamineremo i principi scientifici alla base della produzione di carne sintetica, il suo potenziale
impatto sull'ambiente e la societa, e le sfide economiche e normative che accompagnano la sua
diffusione. Approfondiremo anche le implicazioni etiche e culturali, analizzando come questa

innovazione possa ridefinire il nostro rapporto con il cibo e il mondo animale.



Capitolo 1

COMPOSIZIONE STRUTTURALE DELLA CARNE

1.1 Composizione strutturale della carne

Per produrre carne sintetica ¢ particolarmente importante capire come la struttura muscolare
sia correlata alle proprieta nutrizionali e organolettiche della carne. La tessitura fibrosa
associata alla carne deriva da una complessa struttura tissutale gerarchica. I principali
determinanti della struttura e della qualitd muscolare sono le fibre muscolari, il grasso e i
tessuti connettivi (Listrat. et al., 2016). L'unita funzionale principale ¢ la fibra muscolare,
chiamata anche miofibra, che ¢ circondata da tessuto connettivo, grasso intramuscolare, vasi
sanguigni € nervi.

Le fibre muscolari sono organizzate in fasci chiamati fascicoli. Il tessuto connettivo ¢ separato
in endomisio, perimisio ed epimisio, che circondano rispettivamente le fibre muscolari, i

fascicoli e interi muscoli (Fig. 1).
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Figura 1: Rappresentazione schematica della struttura del muscolo

1.2 Fibre muscolari

All’ interno delle fibre muscolari, sono presenti miofibrille simili a cavi, costituite da fasci di
filamenti contrattili formati da lunghe catene di actina e miosina (Bomkamp et al., 2022).

I filamenti sono organizzati in unita funzionali chiamate sarcomeri, che svolgono il ruolo
principale nella contrazione muscolare. L'organizzazione dei filamenti di actina e miosina
nelle miofibrille conferisce alle cellule muscolari il caratteristico aspetto striato. Le fibre
muscolari rosse contengono piu mioglobina rispetto a quelle bianche, rendendole una fonte

piu ricca di ferro eme, un tipo di ferro altamente biodisponibile (Listrat. et al., 2016).

1.3 Componente grassa

I grassi intramuscolari sono un fattore determinante per la succosita, il sapore e la nutrizione
della carne e contribuiscono alla tenerezza attraverso vari meccanismi (Bomkamp et al, 2022)

(Listrat. et al., 2016). Il grasso intramuscolare ¢ presente negli adipociti, che si trovano




incorporati nel tessuto muscolare tra le fibre muscolari e i1 fascicoli. Il grasso intramuscolare
comprende anche lipidi strutturali, e cio¢ i fosfolipidi. Inoltre, pud formare goccioline lipidiche
intracellulari all'interno delle fibre muscolari. Il grasso € nutrizionalmente importante come
fonte di vitamine lipofile A, D, K ed E e di lipidi essenziali come gli acidi grassi polinsaturi
della serie omega-3 polinsaturi (Bomkamp et al., 2022).

Il contenuto di grasso intramuscolare varia in base a fattori tra cui specie, tipo di muscolo,
razza e apporto nutritivo. Anche la dimensione media degli adipociti animali ¢ eterogenea e

dipende dall'accumulo di lipidi intracellulari (Bomkamp et al., 2022).

1.4 Miogenesi

Per miogenesi si fa riferimento al processo di formazione delle fibre muscolari. Le fasi dello
sviluppo del sistema neuromuscolare sono:

e Formazione dei mioblasti, ovvero i precursori delle cellule muscolari.

e Fusione dei mioblasti I’'uno con 1’altro formando piccole cellule polinucleate chiamati i
miotubuli. Durante 1’aggregazione le estremita dei miotubuli crescono fino ad arrivare a 100-
300 um di lunghezza. Le prime strutture che andranno a formarsi verranno chiamate miotubuli
primari.

e Riunione dei miotubuli in fascicoli, ricoperti da una membrana chiamata lamina basale. Altri
mioblasti si fondono tra di loro e si aggregano ai miotubuli primari posizionandosi al di sotto
della lamina basale. Queste ultime strutture si chiamano miotubuli secondari, la fusione radiale
e longitudinale dei mioblasti al di sotto della lamina basale provoca la formazione delle fibre
muscolari. Alcuni mioblasti non utilizzati rimangono come cellule satellite che verranno
incorporate nelle cellule mature.

e Sintesi delle proteine contrattili (actina, miosina) prima nei miotubuli primari, € poi in quelli
secondari, che spingono i nuclei verso ’esterno. A questo punto le fibre muscolari sono mature
e pronte per essere innervate.

e Crescita del muscolo; le fibre si dispongono 1’una vicina all’altra formando una struttura
compatta caratteristica del muscolo adulto.

All’interno di una cultura cellulare, la maggior parte dei mioblasti tende a proliferare se sono
presenti fattori di crescita. Quando esso si esaurisce, i mioblasti cessano la divisione e

subiscono una differenziazione terminale in miotubi.
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1.5 Sistema vascolare

Sebbene il sistema vascolare non contribuisca sostanzialmente alle proprieta organolettiche, il
suo ruolo nel facilitare il trasporto di ossigeno, nutrienti e rifiuti dovra essere tenuto in
considerazione durante il processo produttivo (D.Gholobova et al., 2020) (S.Levenberg et al.,
2005) (J.R. Gershlak et al., 2017).

Similmente la riproduzione dei nervi presenti nei muscoli non ¢ fondamentale da un punto di
vista organolettico, ma puod contribuire alla maturazione delle fibre muscolari (S.Das et al.,

2020).

11



Capitolo 2

ASPETTI SCIENTIFICI E TECNOLOGICI DEL PROCESSO DI
PRODUZIONE

2.1 Processo di produzione

La produzione di carne coltivata in laboratorio rappresenta una tecnologia all'avanguardia che
consente di ottenere carne senza dover allevare o macellare animali. Questo processo utilizza
avanzate tecniche di ingegneria dei tessuti per coltivare cellule animali in un ambiente
controllato. Il processo si basa su 3 componenti principali: cellule, segnali e scaffold. Si
selezionano fonti e tipi di cellule rilevanti dal punto di vista agricolo, si forniscono segnali
esterni necessari per lo sviluppo di queste cellule e si utilizzano impalcature tissutali che
supportano la proliferazione e la differenziazione cellulare (Fig. 2).

Poiché la carne coltivata ¢ una tecnologia in fase emergente, il flusso di lavoro standard per la
sua produzione ¢ ancora in evoluzione. Al momento ¢ possibile delineare un diagramma
generale del processo, ma ¢ importante tenere presente che ogni fase puo essere modificata
per adattarsi a specifiche applicazioni. Inoltre, ci sono ampi margini di miglioramento sia in
termini di scalabilita che di riduzione dei costi. Nel dettaglio, le principali fasi di questo
processo includono: il prelievo delle cellule iniziali da animali da allevamento e I’isolamento
delle cellule progenitrici specifiche oppure, la selezione dei tipi di cellule muscolari desiderate
a partire da cellule staminali, 1'espansione massiva delle cellule selezionate in bioreattori e la
semina delle cellule su impalcature biocompatibili. Successivamente, le cellule coltivate
vengono fatte maturare su queste impalcature, che favoriscono il loro sviluppo, dando al
prodotto finale una struttura simile a quella della carne tradizionale. In sintesi, le cellule
prelevate vengono ampliate e fatte crescere in bioreattori su larga scala, per poi maturare su
supporti tissutali che permettono di ottenere un prodotto di carne coltivata ben strutturato.
Questo processo € in continua innovazione per ottimizzare dimensioni e costi di produzione.
11 primo passo nel processo di produzione della carne coltivata consiste nell'ottenimento delle

cellule, che puo avvenire in due modi principali. Il metodo pit comune € eseguire una biopsia
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tissutale o utilizzare tessuti post-mortem prelevati dalle aree di interesse di animali da
allevamento, conosciuti come fonti cellulari primarie. In alternativa, ¢ possibile utilizzare
cellule pluripotenti, come le cellule staminali embrionali o le cellule staminali pluripotenti
indotte. Quando si utilizzano cellule primarie, ¢ possibile isolare le cellule progenitrici
muscolari dai tessuti muscolari scheletrici prelevati dall'animale. Se, invece, si opta per cellule
pluripotenti, queste devono prima essere differenziate per generare cellule progenitrici
muscolari. Durante le fasi iniziali di coltura, I’obiettivo principale ¢ stimolare la proliferazione
cellulare, in modo da ottenere una quantita sufficiente di cellule per la produzione su larga
scala. Per questo scopo si utilizzano bioreattori, dispositivi che supportano I'espansione delle
cellule, ottimizzando la distribuzione dei nutrienti e fornendo stimolazioni meccaniche
necessarie per il loro sviluppo. Una volta che le cellule progenitrici hanno raggiunto una
quantita sufficiente, vengono fatte differenziare in tessuti muscolari maturi, utili alla
produzione di carne coltivata. Questo processo viene facilitato dall’impiego di scaffold
biocompatibili, ovvero strutture che permettono alle cellule di aderire e maturare,
contribuendo a definire la forma e la consistenza del prodotto finale, in modo da riprodurre al

meglio la carne tradizionale.
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Figura 2: Flusso di lavoro generale per la produzione di carne coltivata (Int J Mol Sci.,

2021).
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2.2 Cellule staminali adulte

La carne ¢ composta per circa il 90% da fibre muscolari, per il 10% da grasso e tessuto
connettivo e per meno dell'1% da sangue, ma puo variare a seconda della posizione e della
specie del muscolo. Per la produzione di carne coltivata, le cellule devono essere in grado di
auto-rinnovarsi per raggiungere quantita adeguate, e quindi avere la capacita di differenziarsi
nei tipi cellulari maturi che costituiscono la carne (Listrat et al., 2016) (Warriss & Rhodes.,
1977).

Per raggiungere questi requisiti, le cellule staminali sono il candidato piu adatto da utilizzare
come fonte cellulare di partenza. Le cellule staminali sono cellule non specializzate presenti
in tutti gli organismi viventi. Diversamente da una cellula epiteliale, capace di produrre una
barriera biologica a difesa del nostro organismo, o da un globulo rosso, in grado di trasportare
I’ossigeno attraverso il circolo sanguigno, una cellula staminale non possiede alcuna
specializzazione fisiologica. La definizione di cellula staminale si basa essenzialmente su due
caratteristiche:

a) autorinnovamento, ossia la capacita di generare una cellula indifferenziata esattamente
uguale alla cellula madre attraverso numerosi cicli cellulari;

b) potenza, vale a dire la capacita di differenziarsi in tipi cellulari specializzati;

Esistono due tipi principali di cellule staminali che possiedono la capacita proliferativa e il
potenziale di differenziazione necessari per la produzione di carne coltivata: cellule staminali
adulte e cellule staminali pluripotenti (Gandolfi., 2007).

Le cellule staminali adulte sono state la fonte cellulare pit comunemente impiegata per la
produzione di carne coltivata. Sono cellule indifferenziate che risiedono in organi e tessuti
specifici nelle specie animali. Le cellule staminali adulte sono multipotenti, il che significa
che queste cellule hanno la capacita di differenziarsi in un numero selezionato di tipi cellulari,
solitamente rilevanti per I’organo o il tessuto in cui risiedono. Tipi specifici di cellule staminali
adulte sono maggiormente applicabili alla produzione di carne coltivata. Tra questi, ci sono
tre principali tipi di cellule staminali presenti nell'ambiente del tessuto muscolare: cellule
satelliti muscolari (Fig. 3), cellule stromali mesenchimali (MSC) e progenitori
fibro/adipogenici (FAP). Queste cellule progenitrici hanno la capacita di differenziarsi in uno
o piu tipi cellulari maturi chiave, vale a dire miociti scheletrici, adipociti, condrociti e
fibroblasti (Bentzinger et al., 2012).

Le cellule satelliti muscolari sono cellule staminali residenti nelle fibre muscolari e sono in
grado di differenziarsi in miociti, che, a loro volta, formano miotubi che si compattano nelle

miofibre. Le cellule satelliti muscolari sono tra le popolazioni di cellule staminali adulte
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residenti nei tessuti piu abbondanti (Low et al., 2017) (Uezumi et al., 2010) (Uezumi et al.,
2011).

Callule Savelliti

Starminali dei muscali Mioblasti Micciti Mictubi Fibre muscolari

Figura 3: Da cellule satelliti a fibre muscolari (Int J Mol Sci., 2022).

Le MSC derivano piu comunemente dal midollo osseo ma possono essere trovate anche in
altre sedi anatomiche, compresi i muscoli scheletrici. Le MSC sono in grado di differenziarsi
in adipociti, condrociti e fibroblasti. I FAP sono stati considerati come una popolazione di
cellule mesenchimali separata che risiede nello spazio interstiziale del muscolo scheletrico
(Low et al., 2017) (Uezumi et al., 2010) (Uezumi et al., 2011).

I FAP sono in grado di differenziarsi sia in fibroblasti che in adipociti, che costituiscono i
tessuti connettivi e grassi presenti nella carne. Insieme, cellule satellite, MSC e FAP sono in
grado di costituire tutti i tipi di cellule presenti nella carne. Sebbene le cellule staminali adulte
siano facili da ottenere e possano ancora differenziarsi nei tipi di cellule mature necessarie
presenti nella carne, la loro capacita proliferativa e il loro mantenimento sono limitati in vitro

(Redondo et al., 2017).

2.3 Cellule staminali pluripotenti

Nonostante le cellule staminali primarie siano attualmente la fonte cellulare pitu comunemente
utilizzata per la produzione di carne coltivata, le cellule staminali pluripotenti hanno un
potenziale interessante come seconda opzione di fonte cellulare. Le cellule staminali
pluripotenti, vale a dire ESC (cellule staminali embrionali) e iPSC (cellule staminali
pluripotenti indotte), sono altamente proliferative in coltura e sono in grado di differenziarsi
in qualsiasi tipo di cellula presente nella carne. Gli ESC derivano dalla massa cellulare interna

delle blastocisti, che si forma durante le prime fasi dello sviluppo dei mammiferi. Le iPSC
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sono generate dalla riprogrammazione cellulare delle cellule somatiche attraverso 1'induzione
di geni associati alla pluripotenza (Takahashi & Yamanaka., 2006) (Yu et al., 2007).

Le cellule staminali pluripotenti hanno la capacita di trasformarsi in tutti i diversi tipi cellulari
presenti nella carne, e offrono il vantaggio di un'elevata capacita di proliferazione. Tuttavia,
sebbene la riprogrammazione cellulare sia stata ampiamente sperimentata sulle cellule umane,
l'applicazione di queste tecniche per generare linee di iPSC negli animali da allevamento &
ancora poco sviluppata. Saranno necessari ulteriori studi per perfezionare i protocolli di
riprogrammazione per diverse specie animali. Allo stesso tempo, le ESC risultano difficili da
ottenere, principalmente a causa della breve finestra temporale in cui le blastocisti sono
disponibili per il prelievo.

Un ostacolo esistente all’utilizzo di fonti di cellule pluripotenti per la produzione di carne
coltivata ¢ la mancanza di protocolli di differenziazione consolidati per ottenere tipi di cellule
progenitrici e mature rilevanti. Sebbene esistano protocolli consolidati per ottenere miociti
scheletrici (Jiwlawat et al., 2017) (Jiwlawat et al., 2018), cellule satellite, (Al Tanoury et al.,
2020) MSC/FAP (Hynes Et al., 2014) e adipociti (Guénantin et al., 2017) da cellule staminali
pluripotenti umane ¢ di topo, questi protocolli potrebbero richiedere un adattamento per essere

efficaci con altri specie animali.

2.4 Cellule staminali adulte contro cellule staminali pluripotenti

Per ottenere una produzione di successo di carne coltivata, un compromesso considerevole ¢
come bilanciare la facilita e il costo di ottenere un tipo cellulare con la capacita proliferativa e
il potenziale del tipo cellulare. Le cellule staminali pluripotenti sono spesso pitt complicate da
coltivare ed ¢ piu costoso ottenere le cellule progenitrici per la produzione di carne coltivata
da cellule pluripotenti che da cellule staminali adulte primarie. Le cellule staminali pluripotenti
richiedono inoltre pit tempo e risorse per differenziarsi in tipi cellulari maturi rispetto alle
cellule staminali adulte primarie poiché si trovano in una fase di sviluppo precedente. Tuttavia,
le cellule staminali pluripotenti possiedono un potenziale proliferativo maggiore e sono
immortali, il che significa che possono proliferare indefinitamente. Al contrario, le cellule
staminali adulte primarie offrono il vantaggio di essere facilmente ottenute da una biopsia da
qualsiasi specie o muscolo di interesse per produrre una popolazione cellulare per qualsiasi
prodotto a base di carne desiderato, ma hanno una capacita proliferativa limitata (Ding., 2019).
La creazione di linee di cellule staminali pluripotenti da specie animali ha visto progressi negli

ultimi anni, ma non ¢ stata stabilita nella scala necessaria per fornire la quantita e la riduzione
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dei costi necessari per la produzione di carne coltivata (Vilarino et al., 2020) (Gao et al., 2014)
(Bogliotti et al., 2018).

Anche il miglioramento della capacita proliferativa delle cellule staminali adulte ha ricevuto
attenzione, pit comunemente inibendo le proteine coinvolte nella differenziazione o
utilizzando nuove tecniche di ingegneria genetica per colpire i geni coinvolti nella
differenziazione (Hu et al., 2017) (Robin et al., 2015).

Un altro aspetto fondamentale nella produzione di carne coltivata, oltre alla capacita di
proliferazione delle cellule selezionate, ¢ 1'efficienza con cui queste cellule si differenziano nei
tipi cellulari maturi desiderati, garantendo un'elevata selettivita e resa. Per quanto riguarda la
scalabilita delle fonti cellulari, ¢ importante considerare anche il livello di struttura richiesto
nel prodotto finale. La carne non strutturata, come quella macinata, ¢ piu facile da produrre su
larga scala e con costi piu contenuti nel breve termine rispetto ai tagli di carne strutturata.
Questo potrebbe portare a un focus iniziale sull'ottimizzazione delle cellule per la crescita ¢ la
resa, piuttosto che sulla morfologia complessa o sulla formazione di tessuti.

Oltre alla creazione di linee di cellule staminali pluripotenti derivate da specie di bestiame
rilevanti, anche 1'ottimizzazione dei protocolli di coltura costituira un obiettivo importante per
raggiungere un'efficienza sufficiente della differenziazione cellulare e per ridimensionare il
flusso di lavoro di produzione. Cid pud essere ottenuto identificando nutrienti e piccole
molecole da includere nel mezzo di coltura cellulare, ottimizzando le condizioni di coltura
legate alla nicchia cellulare e al microambiente, o sviluppando approcci di ingegneria genetica
per controllare i geni che vengono espressi in modo differenziale durante la differenziazione

(Ahfeldt et al., 2012).

2.5 Fattori di crescita

Uno degli step pit impegnativi nella produzione della carne in vitro ¢ la giusta formulazione
del mezzo di coltura. Un valido mezzo di coltura dovrebbe sostenere e promuovere la crescita,
essere a buon mercato, essere composto da materiali edibili disponibili in grande quantita.
Questi elementi sono essenziali per sostenere la proliferazione delle cellule e indirizzarne la
differenziazione; quindi, devono essere attentamente considerati nello sviluppo delle fonti
cellulari. Dal punto di vista dell'approvvigionamento cellulare, ¢ fondamentale che le
formulazioni dei terreni di coltura siano progettate per supportare la crescita di cellule
staminali e la loro differenziazione in muscolo, grasso e tessuto connettivo maturo.

La struttura generale delle formulazioni dei terreni di coltura rimane abbastanza omogenea tra

specie e tipi di cellule. Per le cellule staminali adulte, come le cellule satellite e le MSC/FAP,
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questa struttura comprende comunemente una formulazione di terreno basale, come il terreno
Eagle modificato di Dulbecco (DMEM)/F12, L-glutammina, aminoacidi non essenziali e una
bassa concentrazione di fattore di crescita dei fibroblasti-2 (FGF-2) (Chen G, 2011). Quando
si coltivano cellule staminali pluripotenti, la formulazione del terreno ¢ spesso simile ma pud
includere anche fattori di crescita aggiuntivi come FGF-2, fattore di crescita epidermico
(EGF), fattore di crescita trasformante B (TGF-f3), eparina, siero o un sostituto del siero, e
componenti della matrice extracellulare (Mimura et al., 2011) (Das et al., 2009).

Questi componenti aggiuntivi del terreno possono anche essere inclusi nel terreno per le cellule
staminali adulte per migliorare la crescita o dirigere il comportamento cellulare. Dunque,
creare un cocktail ottimale di ormoni e fattori di crescita € un un'impresa complessa, che
richiede una grande quantita di indagini sperimentali. La selezione di fattori regolatori deve
essere specifica per il tipo di cellula scelto e per la specie, come ad esempio ¢ stato osservato
che cellule miosatelliti di diverse specie rispondono in modo differente agli stessi fattori
regolatori (Burton et al., 2000).

E inoltre probabile che la formulazione possa dover essere cambiata nel corso del processo di
coltura; ad esempio, il periodo di proliferazione potrebbe richiedere una determinata
combinazione di fattori di crescita e ormoni mentre la differenziazione e il periodo di
maturazione potrebbero richiedere un mix diverso. Il siero animale, in particolare il siero
bovino fetale (FBS), ¢ stato utilizzato come supplemento di terreno comune per un'ampia
gamma di approcci di coltura cellulare. FBS ¢ un integratore di coltura desiderabile perché
contiene una varieta di fattori di crescita, nutrienti, proteine, elementi in tracce, vitamine e
ormoni. Queste molecole sono fondamentali per la crescita e il mantenimento delle cellule in

vivo e in coltura (https://www.sigmaaldrich.com/IT/it/products/cell-culture-and-analysis/cell-

culture-supplements-and-reagents/fbs). Il siero fetale bovino (FBS) ¢ il supplemento per la

crescita piu utilizzato per i terreni di coltura cellulare per via dei livelli elevati di fattori che
promuovono la crescita embrionale. Se utilizzato a concentrazioni adeguate, fornisce numerosi
elementi definiti e indefiniti che si sono rivelati in grado di soddisfare gli specifici bisogni
metabolici delle cellule in coltura.

Inoltre, il siero puo essere utilizzato per controllare il comportamento cellulare, poiché la sua
rimozione dal mezzo di coltura viene spesso utilizzata per innescare la differenziazione
terminale delle cellule progenitrici muscolari in miociti scheletrici maturi. L’uso di FBS
introduce problemi come la variabilita da lotto a lotto nella produzione di siero e il rischio di
utilizzare siero contaminato da virus o prioni (Park et al., 2013). Di conseguenza, ¢ auspicabile

sostituire 1'FBS con integratori privi di siero o alternative sieriche chimicamente definite.
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FBS ¢ un sottoprodotto dell'industria delle carni e di quella lattiero-casearia; dunque, gli
animali non vengono macellati appositamente per la sua produzione. Rimane, tuttavia, ’FBS
¢ un componente di derivazione animale, il che rende il suo utilizzo contraddittorio rispetto
alle motivazioni per lo sviluppo di carne coltivata che non si basa sull’allevamento estensivo
del bestiame. Negli ultimi anni, lo sviluppo di formulazioni di terreni privi di siero come
Essential 8™, TeSR™ ¢ FBM™ ha consentito la rimozione del siero dalla coltura cellulare
(Badenes et al., 2016) (Kolkmann et al., 2020) (Stout et al., 2021). Tuttavia, sono ancora
necessari ulteriori progressi per creare formulazioni di terreni chimicamente definiti che siano
costantemente efficaci quanto i terreni a base di siero nel promuovere la crescita cellulare, in
particolare per le cellule animali del bestiame. Oltre alle alternative sieriche, per ragioni simili
¢ preferibile ’uso di fattori di crescita espressi come proteine ricombinanti rispetto a fattori di
crescita di origine animale (Kolkmann et al., 2020) (Zhang et al., 2016) (Miki & Takagi.,
2014). Inoltre, se lo sviluppo di un appropriato terreno privo di siero animale e senza qualsiasi
componente derivata da animali appare ideale, d’altro canto occorre anche valutare il
potenziale allergenico di certe proteine di origine vegetale, che si configura come un altro
fattore di rischio per il consumatore di carne sintetica (Datar & Betti., 2010).

Un altro ostacolo critico per lo scale-up ¢ il costo degli integratori medi. Oltre ai vantaggi
menzionati in precedenza, la coltura senza siero pud anche essere utile per ridurre
sostanzialmente il costo medio (FBS, ad esempio, costa in genere oltre 1.000 dollari al litro).
Nel contesto di un terreno di coltura privo di xeno e chimicamente definito, i componenti pit
costosi del terreno di coltura sono i fattori di crescita (Specht., 2020).

Tra questi fattori di crescita, FGF-2 e TGF-f rappresentano le spese primarie, poiché entrambi
sono componenti essenziali del mezzo ed entrambi costano nell'ordine di 150-200 dollari al
litro a concentrazioni medie standard, costituendo insieme oltre il 90% dei costi medi totali.
L’incremento della produzione potrebbe essere in grado di ridurre questi costi, anche se trovare
approcci alternativi per integrare o sostituire questi fattori di crescita rimane ancora un modo
per ridurre rapidamente il costo della produzione di carne coltivata. Ad esempio, sono stati
esplorati diversi potenziali mimetici di questi fattori chiave di crescita che potrebbero
possedere utilita nel sostituire o integrare FGF-2 e TGF-f nel terreno di coltura (Pérez et al.,
2017) (Miura et al., 2019) (Zhang et al., 2005).

Uno degli esempi disponibili in commercio ¢ il siero Ultroser G. La composizione di questo
siero artificiale consiste principalmente in fattori di crescita, fattori di adesione, proteine,
vitamine, minerali e ormoni di derivazione animale e vegetale, che sono necessari per la

crescita delle cellule (Duque et al., 2003); contiene inoltre solo un quinto delle proteine
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presenti nel siero animale, ma la crescita e la maturazione del tessuto ¢ piu veloce di quella
che si ottiene in cellule nel medium di FBS. Tuttavia, il problema principale ¢ il suo costo
elevato e i tanti fattori di crescita necessari per la proliferazione cellulare.

Inoltre, il riciclaggio del mezzo condizionato durante I'espansione del bioreattore ¢ un altro
metodo efficace per ottenere risparmi medi sui costi. Il terreno condizionato contiene anche
metaboliti cellulari e proteine della matrice extracellulare, (Balbi et al., 2019) che sono fattori
importanti nella segnalazione e comunicazione cellulare e aiutano nella proliferazione e
differenziazione cellulare se utilizzati insieme al terreno fresco (Henningsen et al., 2010).

I trasportatori di ossigeno possono essere integrati al mezzo di coltura per mantenere alta la
concentrazione di ossigeno in soluzione, simile a quella del sangue. Esistono due distinte
varietda di trasportatori di ossigeno: le versioni modificate dell'emoglobina e quelle
chimicamente inerti, tipo i perfluorochimici (PFC), prodotte artificialmente. (Lowe., 2006a)
Sebbene siano state sviluppate molte emoglobine modificate chimicamente, la loro origine
bovina o umana le rende candidati improbabili per essere utilizzati. In alternativa, I'emoglobina
umana ¢ stata prodotta da piante geneticamente modificate (Dieryck et al., 1997) e da vari
microrganismi (Zuckerman et al., 1998); eme-proteine e componenti sostitutivi del sangue
usando Escherichia coli, Pichia pastoris e Aspergillus niger sono gia stati prodotti ed utilizzati
per la produzione di prodotti farmaceutici e additivi alimentari (Lowe., 2006b).

I perfluorochimici (PFC), che dissolvono grandi volumi di ossigeno, potrebbero svolgere la
stessa funzione dell'emoglobina ma, per essere miscibili in condizioni acquose, devono essere

emulsionati (Lowe., 2006a).

2.6 Tecniche in co-coltura

Le cellule coltivate in vitro solitamente proliferano e si differenziano usando una monocoltura,
in quanto questa condizione assicura un ambiente facilmente regolato senza che si abbiano
eventuali interferenze con altri tipi di cellule (Haagsman et al., 2009). I mioblasti che sono
impiegati nella produzione di muscoli scheletrici generano livelli molto piccoli di matrice
extracellulare (Langelaan et al., 2010). Alcuni dati scientifici suggeriscono pero che la matrice
extracellulare ¢ importante per guidare in vivo la rigenerazione e la crescita ordinata all'interno
del muscolo scheletrico e di altri tessuti (Haagsman et al., 2009). Pertanto, si sostiene da tempo
la necessita di impiegare cellule aggiuntive, nei sistemi di coltivazione cellulare, per ottenere
il muscolo desiderato. I fibroblasti esistenti nei muscoli sono principalmente responsabili della
crescita della matrice extracellulare e potrebbero quindi essere un'aggiunta vantaggiosa alla

procedura di coltura (Bhat & Bhat., 2011), poiché la matrice extracellulare ¢ responsabile della
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tessitura della carne (Haagsman et al., 2009). Cid significa che la co-coltura di miotubi e
fibroblasti, recentemente sperimentata anche da Pandurangan & Kim (2015), per produrre
matrice extracellulare, potrebbe essere un metodo utile per migliorare la maturazione delle
miofibre, soprattutto perché i fibroblasti in vitro hanno dimostrato di aumentare la velocita di
formazione dei miotubi (Haagsman et al., 2009), creando contemporaneamente una struttura
piu simile alla carne (Langelaan et al., 2010), sebbene le co-colture di mioblasti cresciute
insieme ai fibroblasti includano il rischio di fibroblasti che superano i mioblasti, a causa di
discrepanze nelle velocita di crescita tra i due tipi di cellule (Bhat & Bhat., 2011).

Tale co-coltura si € perod dimostrata efficace nell'ingegneria del muscolo scheletrico in vitro
quando 1 fibroblasti sono seminati in piccola percentuale rispetto alla popolazione cellulare
totale (Haagsman et al., 2009).

Anche altri tipi di co-coltura sono stati studiati per capire le interazioni tra i diversi tipi di
cellule come quella con adipociti e epatociti. Gli epatociti co-coltivati possono produrre fattori
di crescita simili all'insulina che promuovono la proliferazione e la differenziazione dei
mioblasti ¢ anche delle cellule miosatellite (Cen et al., 2008); inoltre con la co-coltura gli
adipociti potrebbero migliorare la qualita della carne determinandone un aumento del

contenuto di grassi (Bhat & Bhat., 2011).

2.7 Ruolo dei bioreattori

I bioreattori sono definiti dei “dispositivi in cui i processi biologici e/o biochimici si
sviluppano in un ambiente e in condizioni operative altamente monitorate e controllate.”
(Asnaghi et al., 2009).

In pratica, un bioreattore fornisce un ambiente controllato e riproducibile, mantenendo
temperatura, pH e livello di ossigeno controllati nella camera di coltura, ovvero crea un
ambiente ideale per sostenere la crescita e lo sviluppo delle cellule al suo interno (Carrier et
al., 2002).

Inoltre, facilita la diffusione dei nutrienti e promuove lo sviluppo cellulare attraverso
agitazioni o stimolazioni meccaniche, favorendo la proliferazione e la maturazione delle
cellule. Anche un’adeguata perfusione di ossigeno ¢ mediata dai bioreattori che aumentano il
trasporto di massa tra mezzo di coltura e cellule, assieme all'uso di trasportatori di ossigeno
che imitano il ruolo dell’emoglobina nel sangue (Datar & Betti., 2010).

Avere una irrorazione adeguata del tessuto in coltura ¢ una prerogativa essenziale nel processo
di produzione della carne in vitro. Nelle prime fasi del processo, quando la priorita ¢ la rapida

espansione delle cellule, il bioreattore ¢ essenziale per consentire una coltivazione su larga
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scala, ottimizzando al contempo il ricambio e la gestione del terreno di coltura durante la fase
di crescita. Attualmente, esistono tre tipi principali di bioreattore classificati in base alla
modalita di introduzione del mezzo nel recipiente principale del bioreattore: batch, fed-batch
e continuo (Spier et al., 2011).

Un bioreattore batch contiene un volume fisso di mezzo e funziona facendo crescere le cellule
fino alla loro densita massima, quindi rimuovendo le cellule per 1'uso o il trasferimento in un
altro bioreattore con un vaso di dimensioni maggiori (Liu., 2017).

Un bioreattore fed-batch, a volte indicato anche come bioreattore semi-continuo, contiene un
canale di ingresso per alimentare il mezzo fresco alle cellule su scale temporali prestabilite
selezionate per massimizzare la proliferazione. Un bioreattore fed-batch ¢ inoltre
caratterizzato da un volume crescente nel tempo, poiché non possiede un canale di uscita per
rimuovere il mezzo condizionato e i prodotti cellulari che si accumulano durante la coltura
(Yamane¢ & Shimizu., 2005). Cio differenzia i bioreattori fed-batch dalla classe principale
finale di bioreattori, i bioreattori continui.

Nella coltura continua nel bioreattore, il mezzo fresco viene aggiunto al recipiente principale
a una portata ottimizzata mentre il mezzo condizionato e i prodotti cellulari vengono rimossi
contemporaneamente (Lindskog., 2018). Una coltura continua promuove al meglio una
crescita equilibrata mantenendo i nutrienti, il numero di cellule e la biomassa a livelli
relativamente costanti.

Un ultimo tipo di bioreattore, che ¢ un sottoinsieme di bioreattori continui, ¢ il bioreattore a
perfusione. | bioreattori a perfusione funzionano fornendo un flusso medio a monte che
trattiene le cellule all'interno del recipiente del bioreattore rimuovendo contemporaneamente
1 prodotti di scarto cellulare e il mezzo condizionato, il che aiuta a massimizzare il volume del
recipiente e il riciclaggio del mezzo. Questo tipo di bioreattore puo anche essere imitato
sostituendo regolarmente il terreno di coltura nel bioreattore in punti temporali discreti senza
raccogliere cellule, che ha dimostrato di essere un metodo promettente per la produzione di
carne coltivata (Hanga et al., 2020).

Per applicazioni su larga scala, come la produzione di carne coltivata, sono generalmente
preferiti I’introduzione in batch o in continuo del mezzo in quanto i reattori basati su questi
meccanismi supportano meglio grandi volumi, possono essere automatizzati pit facilmente e
consentono il riciclaggio del mezzo condizionato (Allan et al., 2019).

Oltre alla classificazione in base all'introduzione e alla rimozione del mezzo, i bioreattori
possono essere classificati anche in base al modo in cui ottengono la miscelazione dei

contenuti che contengono. La miscelazione ¢ incorporata nel sistema del bioreattore per agitare
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il contenuto del bioreattore ¢ favorire la crescita e lo sviluppo delle cellule. I bioreattori
meccanici ottengono la miscelazione utilizzando mezzi meccanici come agitatori o giranti.
Questi bioreattori sono i bioreattori pitt comunemente utilizzati per lo sviluppo di bioprocessi.
I piu notevoli tra i bioreattori meccanici sono i bioreattori a serbatoio agitato, che utilizzano
una girante per agitare il contenuto del bioreattore per creare un flusso convettivo e favorire la
circolazione e la diffusione dei nutrienti nel recipiente. I bioreattori con serbatoio agitato sono
stati il tipo di bioreattore piu frequentemente utilizzato per lo scale-up dei bioprocessi (Martin
et al., 2004). Dato che i sistemi con vasche agitate sono ben consolidati ¢ hanno dimostrato di
essere altamente scalabili, rappresentano forse il tipo di bioreattore piu promettente per
I’incremento della produzione di carne coltivata. Tuttavia, i sistemi con matracci rotanti
possono generare un flusso turbolento che non favorisce la proliferazione cellulare e I'elica
puo danneggiare le cellule quando entra in contatto diretto con esse.

Un altro bioreattore meccanico comunemente usato € un bioreattore con vaso a pareti rotanti,
che fa ruotare il vaso principale del bioreattore attorno al suo asse centrale per coltivare
dinamicamente il contenuto del vaso in sospensione (Radtke & Herbst-Kralovetz., 2012). 1
sistemi di vasi a pareti rotanti possiedono il vantaggio di creare uno stress di taglio minimo e
possono consentire alle cellule di formare aggregati tridimensionali (3D). Tuttavia, alcuni tipi
di cellule dimostrano un aumento dei tassi di apoptosi nelle prime fasi della coltura (Hammond
T.G. & Hammond J.M., 2001). I sistemi con vasi a pareti rotanti generalmente utilizzano la
coltura batch, ma ¢ possibile aggiungere la perfusione per rendere il sistema piu automatizzato.
Un ultimo tipo comune di bioreattore meccanico ¢ un sistema bioreattore meccanicamente
attivo. Questo bioreattore incorpora una forza meccanica controllata, come la compressione
dinamica, sulle cellule o sulle impalcature dei tessuti. Questa stimolazione aiuta lo sviluppo
cellulare imitando 1’ambiente di sviluppo nativo e puo rafforzare e allineare le cellule o la
struttura dell’impalcatura (Meinert et al., 2017). Questo tipo di agitazione puo essere
favorevole per la produzione di carne coltivata poiché I’allineamento e la resistenza meccanica
sono caratteristiche importanti delle miofibre.

Per I’espansione delle cellule muscolari scheletriche, in diversi studi ¢ stato utilizzato un
bioreattore a fibra cava (Bettahalli N. et al., 2011) (Bettahalli N.M.S. et al., 2011) (Yamamoto
etal., 2012) (Baba & Sankai., 2017). I bioreattori a fibra cava sono classificati come bioreattori
idraulici, il che significa che la miscelazione viene ottenuta tramite flusso di liquido anziché
tramite miscelazione meccanica. Cio comporta la semina delle cellule in una matrice con fibre
cave porose per consentire alle cellule di aderire alla superficie della fibra cava dove puo

circolare anche il mezzo. Un sistema a fibra cava offre i vantaggi di creare un basso stress di
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taglio, una maggiore selezione dei nutrienti trasportati ed € ideale per i tipi di cellule altamente
metaboliche. Tuttavia, i bioreattori a fibra cava sono per lo piu limitati alla coltura cellulare e
non supportano molto bene la coltura di scaffold tissutali.

Da un punto di vista cellulare, diversi fattori dovrebbero essere considerati quando si crea un
sistema bioreattore per la produzione di carne coltivata. Se venisse utilizzata una fonte
cellulare primaria, il bioreattore potrebbe dover contenere una superficie su cui le cellule
possano aderire o supportare la coltura di cellule aderite a scaffold. Questo perché diversi tipi
di cellule presenti nella carne, compresi i miociti (LaBarge & Blau., 2013), dipendono
dall’ancoraggio e devono aderire a una superficie per proliferare e differenziarsi correttamente.
Potrebbe essere fattibile espandere la fonte cellulare iniziale fino a grandi quantita in
sospensione prima che vengano differenziate in tipi cellulari specifici che richiedono
l'ancoraggio. In alternativa, possono essere desiderabili approcci colturali che utilizzano
aggregati sferici non aderenti e fluttuanti per eludere la potenziale necessita di un substrato
durante I’espansione del bioreattore (Hosoyama et al., 2014). Questo approccio culturale
sarebbe piu rilevante per le fonti di cellule staminali pluripotenti, che possono essere coltivate
come aggregati fluttuanti. Al contrario, altre fonti di cellule staminali adulte, come le cellule
staminali mesenchimali e le cellule satelliti muscolari, richiederanno un substrato di attacco.
Questo approccio introduce anche la preoccupazione della formazione di nuclei necrotici se
gli aggregati diventano troppo grandi per consentire la diffusione di nutrienti e ossigeno e
richiede la dissociazione cellulare alla fine della coltura. Un’altra considerazione ¢ la capacita
del bioreattore di supportare la co-coltura di piu tipi di cellule per la produzione di carne
coltivata, come cellule muscolari e adipose.

Studi precedenti hanno dimostrato che gli approcci di co-coltura del bioreattore sono possibili
utilizzando diversi tipi di cellule rilevanti, tra cui mioblasti scheletrici (Cerino et al., 2016),
muscoli lisci (Williams & Wick., 2005) e MSC (Rebelo et al., 2015). Tuttavia, questi studi
hanno utilizzato cellule murine o umane e I’ottimizzazione per 1 tipi di cellule del bestiame ¢
probabilmente necessaria per tradurre gli approcci del bioreattore di co-coltura per la
produzione di carne coltivata. I bioreattori a perfusione, che combinano I’introduzione
continua del mezzo con un flusso di perfusione mirato, sono visti da molti come un approccio
promettente per la creazione di prodotti a base di carne coltivata di dimensioni specifiche
(Datar & Betti., 2010) (Specht et al., 2018). Questo perché la portata del flusso di perfusione
in questi bioreattori puo essere adattata per adattarsi alla struttura e alle dimensioni del tessuto
coltivato. Tuttavia, poiché la portata del flusso di perfusione aumenta linearmente con la scala

e le dimensioni dell'impalcatura, lo stress di taglio aumentera e la pressione diminuira, il che
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potrebbe portare alla morte cellulare. Quanto detto sopra rappresenta una sfida tecnica che
deve essere considerata attentamente, che potrebbe essere mitigata implementando
funzionalita aggiuntive del bioreattore. E possibile che alcuni sistemi di bioreattori possano
essere ottimali per la produzione di un tipo di prodotto a base di carne coltivata, ma questi
sistemi potrebbero non essere adatti per altre forme e dimensioni di carne. La continua
ottimizzazione dei sistemi di bioreattori per la produzione su larga scala sara necessaria man
mano che I’industria cresce e mira a soddisfare una vasta gamma di prodotti a base di carne

coltivata.

2.7.1 Stimoli elettrici

L'applicazione di stimoli elettrici durante la coltura della carne in vitro ¢ importante per lo
sviluppo di fibre muscolari mature (Bach et al., 2004) (Wilson & Harris, 1993) in quanto
stimola I’attivita di contrazione che migliora la differenziazione del miotubo verso differenti
forme di catene della miosina per lo sviluppo ottimale del sarcomero (Fujita et al., 2007)
(Naumann & Pette, 1994). La stimolazione elettrica ¢ quindi utile nel controllo accurato della
funzione muscolare di cellule ingegnerizzate (Dennis et al., 2009). A questo proposito, ¢ stato
dimostrato che l'induzione di attivita contrattile ha promosso la differenziazione di miotubi in
coltura attraverso I’espressione di diverse isoforme della catena pesante della miosina e lo
sviluppo di sarcomeri (Fujita et al., 2007) (Naumann & Pette, 1994). Inoltre, ¢ stato osservato
che la stimolazione elettrica precoce accelera la maturazione dei miotubi rispetto allo sviluppo
del sarcomero nella linea cellulare murina myoblast C2C12 (Langelaan et al., 2010). Entro un
periodo di differenziazione relativamente breve di 5 giorni, nelle colture elettricamente
stimolate le striature incrociate mature si erano sviluppate, mentre le colture di controllo non
stimolate non mostravano strisce trasversali (Langelaan et al., 2010). Questo effetto era
associato a livelli di espressione sovra-regolati della proteina LIM del muscolo che induce alla
maturazione muscolare, e dei componenti della catena pesante della miosina sarcomerica
perinatale, actina e a-actina (Langelaan et al., 2010). La stimolazione elettrica pud anche
rappresentare uno strumento non invasivo ed accurato per valutare la funzionalita dei costrutti
muscolari ingegnerizzati (Dennis et al., 2009). Generando un campo elettrico omogeneo
all'interno del bioreattore, i costrutti funzionali del muscolo esercitano una forza dovuta alle

contrazioni attive delle cellule muscolari.
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2.8 Ruolo degli scaffold

In vivo le fibre muscolari si trovano in reti costituite da un’impalcatura di tessuto connettivo
formata dai fibroblasti che guida lo sviluppo, I’organizzazione e I’orientamento delle cellule
muscolari (Grounds et al., 2002). Per questo motivo per la produzione in vitro sono necessari
supporti chiamati scaffold, cio¢ del materiale poroso, su cui le cellule ancorate possono
rimanere vitali e proliferare (Enrione et al., 2017).

Gli scaffold sono quindi delle strutture tridimensionali naturali o artificiali sulle quali vengono
inizialmente seminate e successivamente fatte crescere le cellule al fine di generare un
costrutto biologico funzionale; essi definiscono un vero e proprio spazio tridimensionale,
guidando lo sviluppo del tessuto per poi biodegradarsi progressivamente.

Considerando le fonti cellulari per la carne coltivata, i contributi chiave degli scaffold
consistono nel consentire la differenziazione delle cellule staminali/progenitrici tramite
I'ancoraggio e nell'influenzare la forma e la disposizione cellulare del prodotto finale. Poiché
il prodotto finale ¢ commestibile, anche le impalcature in tessuto per la produzione di carne
coltivata devono essere biodegradabili e non tossiche. In alternativa, I’impalcatura potrebbe
essere progettata per degradarsi o essere rimossa prima del consumo.

I metodi per produrre carne in vitro comunemente prevedono la crescita di mioblasti capaci di
contrazione spontanea su uno scaffold sospeso in un mezzo di coltura all'interno di un
bioreattore (Datar & Betti., 2010). Dal momento che lo scaffold deve rimpiazzare la matrice
extracellulare naturale, dovra anche influire correttamente sulle proprieta biomeccaniche,
biochimiche e biologiche del tessuto e delle sue cellule.

In particolare, lo scaffold dovra soddisfare i seguenti requisiti:

- possedere un grado di porosita tale che gli interstizi (o pori) abbiano un'adeguata
dimensione e costituiscano un reticolo percolativo che favorisca la crescita, la
disposizione delle cellule, I'apporto di sostanze nutritive e lo smaltimento dei prodotti
metabolici (Hutmacher., 2000);

- le fibre che costituiscono lo scaffold dovranno essere biocompatibili, non tossiche e
bioriassorbibili, con una velocita di riassorbimento ¢ degradazione compatibile con
quella di formazione del nuovo tessuto (Hutmacher., 2000), in modo tale che al
termine del processo di sintesi il tessuto sia costituito unicamente da materiale
biologico;

- fornire un'ampia superficie, essere flessibile in modo da consentire la contrazione,
massimizzare la diffusione di ossigeno e nutrienti, essere edibile o facilmente

eliminato una volta terminato il processo di coltura (Tripathi et al., 2012).
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La ricerca in campo tecnologico ha come obiettivo lo sviluppo di scaffold edibili che non
debbano essere rimossi dalla carne e che non contengano materiali provenienti da animali.
Gli scaffold possono essere di due tipologie: designer e random scaffold. I designer scaffold
possono essere idrogel biocompatibili, come ad esempio gel di fibrina misto con collagene e
Matrigel o gel di agarosio; oppure polimeri sintetici biodegradabili, come ad esempio il
policaprolattone (PCL) o il polilattato (PLLA) prodotti con la tecnica di elettrospinning o
filatura elettrostatica che consente di ottenere filamenti continui di diametro piccolissimo,
inferiore al micron (Antonuccio et al., 2017).

I random scaffold prevedono invece 1’uso di tessuto animale decellularizzato (Fig. 4) per
produrre strutture meglio organizzate e di dimensioni rilevanti (Antonuccio et al., 2017). La
decellularizzazione ¢ una tecnica che consente di eliminare tutte le cellule dal tessuto che si
vuole utilizzare come scaffold senza alterare la struttura biologica e meccanica della matrice
extracellulare, attraverso delle manipolazioni che sfruttano processi fisici, chimici o
enzimatici, mantenendo [D’architettura del tessuto nativo e preservando sia la matrice
extracellulare che tutte le componenti biologiche. Inoltre, durante il processo di
decellularizzazione, ¢ fondamentale mantenere 1’integrita della rete vascolare del tessuto
poiché le soluzioni di lavaggio impiegate sfruttano proprio la rete sanguigna raggiungendo

tutti 1 punti del tessuto (Marotta., 2013).

Cellule miosatelliti

Tessuto
risenimato

Tessuto
decellularizzato

Figura 4: Random scaffold da tessuto muscolare decellularizzato (fonte: Antonuccio et al.,

2017)

Altra sfida per quanto riguarda I’utilizzo degli scaffold ¢ quella della rimozione del sistema di
impalcature dalla carne (Datar & Betti., 2010).

Gli scaffold sono convenzionalmente rimossi meccanicamente o enzimaticamente, ma questi
due metodi possono danneggiare le cellule o la matrice extracellulare (Canavan et al., 2005).
Dato che i mioblasti sono cellule dipendenti dall’ancoraggio, il che significa che € necessaria

un sostegno durante il loro sviluppo, capiamo che di conseguenza, ¢ necessaria un’impalcatura
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durante la fase di differenziazione nel flusso di lavoro della carne coltivata. Un tipo di
impalcatura frequentemente utilizzato sono i microcarrier, che sono strutture sferiche su
microscala che possono essere create da biomateriali naturali o sintetici (Li et al., 2015).

Il biomateriale per questi microcarrier pud essere costituito da componenti della matrice
extracellulare o da mimetici di questi componenti che consentono alle cellule di aderire ai
microcarrier (Dias et al., 2017). L’ampio rapporto superficie-volume posseduto dai
microcarrier aiuta significativamente ad aumentare il numero di cellule poiché consente ad
una grande densita di cellule di aderire al microcarrier (Verbruggen et al., 2017).

Tuttavia, il distacco delle cellule dal microcarrier ¢ una sfida esistente che puo ridurre la resa
di cellule e tessuti disponibili a causa di un distacco inefficiente o della morte cellulare (Caruso
etal., 2014).

I microcarrier possono anche essere incorporati nel prodotto a base di carne coltivata, il che
puo consentire di adattare la composizione e le proprieta dei microcarrier per migliorarne
gusto, colore e consistenza (Bodiou et al., 2020).

La maggior parte dei prodotti a base di carne coltivata presentati finora, come carne macinata,
polpette e crocchette di carne, non possiedono un'architettura di impalcatura prominente. Cio
potrebbe riflettere la difficolta di creare un'impalcatura commestibile, che supporti la vitalita
cellulare durante la differenziazione e consenta un'organizzazione cellulare 3D definita nel
prodotto finale. Dunque, € necessario un ulteriore sviluppo della tecnologia degli scaffold per
creare scaffold che soddisfino tutte queste considerazioni in parallelo. Cio richiedera
I’adattamento dei biomateriali e delle tecnologie delle impalcature esistenti per la produzione
di carne coltivata o lo sviluppo di nuove opzioni.

Si stanno esplorando anche nuovi tipi di biomateriali per la produzione di carne coltivata. Ad
esempio, gli scaffold a base vegetale, che contengono biomolecole endogene che
contribuiscono al microambiente cellulare, nonché una struttura biodegradabile intrinseca,
sono uno di questi nuovi biomateriali in fase di studio (Ben-Arye et al., 2020) (Gershlak et al.,

2017) (Fontana et al., 2017).

2.8.1 Scaffold in idrogel

L’uso di scaffold tradizionali (ad es. Matrigel) permette di produrre carne dalla consistenza
morbida che puo essere usata per preparare hamburger, salsicce, ecc. (Sharma et al., 2015). Lo
svantaggio principale associato a tale tecnica ¢ che non si pud produrre carne altamente
strutturata o tridimensionale come, ad esempio, le bistecche.

Mentre gli scaffold in idrogel (Fig. 5) hanno dimostrato un grande potenziale per varie

applicazioni di ingegneria tissutale grazie alla loro capacita di incapsulare le cellule all'interno
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di microambienti tridimensionali simili all’ambiente fisiologico. Gli studi condotti presso
I’Universita della California, Riverside, hanno permesso di depositare nel 2018 il brevetto
relativo ad uno scaffold idrogel per la coltura cellulare tridimensionale che ¢ stato reso

pubblico nel 2019 (https://techtransfer.universityofcalifornia.edu/NCD/29018.html).

Figura 5: Esempio di scaffold in idrogel 3D

(fonte:https://www.flickr.com/photos/envisiontec/40447763650)

Molti tipi diversi di idrogel sono stati sviluppati attraverso la modificazione chimica e la
funzionalizzazione per dirigere i comportamenti delle cellule staminali verso un maggiore
sviluppo di specifici tessuti, come l'angiogenesi, la neurogenesi, la miogenesi, l'osteogenesi e
I’adipogenesi. In particolare, diversi sistemi di idrogel hanno dimostrato un'eccellente capacita
di migliorare la condrogenesi delle cellule staminali grazie alla loro nanostruttura fibrosa
idratata, che fornisce un ambiente cellulare simile alla cartilagine nativa. Tuttavia, uno dei
principali inconvenienti dell'utilizzo di scaffold in idrogel ¢ la necessita di processi di sintesi
multi-step per costrutti di cellula/scaffold con dimensioni definite, limitando il loro utilizzo
immediato.

Per creare un idrogel che possa incapsulare le cellule, si dissolve un polimero precursore € lo
si mescola con una soluzione contenente cellule. Poi, il tutto passa attraverso una fase di
gelificazione in uno stampo per ottenere un idrogel con una forma definita. Sarebbe piu pratico
eliminare alcuni passaggi, come 1’uso dello stampo, per rendere il processo piu rapido. Un tipo
di scaffold avanzato combina due materiali: un idrogel che risponde al calore e si dissolve
rapidamente per riempire i pori e un polimero biodegradabile che da struttura. Insieme, questi
materiali offrono una maggiore robustezza meccanica e migliorano la crescita delle cellule.
Questo sistema consente una facile applicazione delle cellule su strutture 3D senza necessita

di stampi complicati. I materiali idrogel termosensibili, come quelli a base di chitosano o poli
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(N-isopropilacrilammide), vengono utilizzati spesso in ingegneria tissutale perché rispondono
a determinate temperature e sono biodegradabili, quindi non danneggiano I'organismo (Nam

etal., 2019).

2.8.2 Auto-organizzazione

Un’altra alternativa alla tecnica scaffold ¢ la tecnica di auto-organizzazione: le cellule possono
essere coltivate in substrati che consentono lo sviluppo di "costrutti auto-organizzanti" che
producono strutture piuttosto rigide. La tecnica di auto-organizzazione permette di produrre
una struttura 3-D altamente realistica come la carne naturale. L'unico inconveniente associato
a tale tecnica ¢ che le cellule, trovandosi raggruppate, sono spesso separate dalle fonti di
nutrimento da una distanza superiore a 0,5 mm e diventano pertanto necrotiche per mancanza

di diffusione dei nutrienti (Bhat et al., 2015).

2.9 Biostampa

Recentemente, un altro approccio sta acquisendo importanza: la biofabbricazione, questo
processo consente la produzione di costrutti carichi di cellule utilizzando materiali contenenti
cellule miste e molecole biologiche. Il principale vantaggio ¢ la possibilita di fabbricare
strutture piu spesse e di controllare la disposizione spaziale delle cellule, anche di piu tipi, che
sono 1 maggiori limiti dei metodi di scaffolding convenzionali (Moroni et al., 2018).

La biostampa 3D (3DBP) ¢ una tecnologia di biofabbricazione che consente il posizionamento
preciso delle cellule, la deposizione della densita e il controllo preciso della struttura e il
rapporto tra diverse popolazioni in caso di costrutti multicellulari. Le miscele di materiale
cellulare utilizzate nel processo sono chiamate bioinchiostri (Handral et al.,2020).

Data I’architettura unica e la diversa composizione cellulare dei diversi tagli di carne, la
biostampa 3D ¢ un’altra tecnologia promettente per creare impalcature per la produzione di
carne coltivata. Le biostampanti 3D funzionano utilizzando un modello di progettazione
assistita da computer, che istruisce la biostampante 3D dove depositare un determinato
biomateriale, determinando la formazione di una struttura tissutale 3D uno strato alla volta
(Fedorovich et al., 2011).

La composizione del bioinchiostro puo essere adattata per contenere cellule e biomolecole
oltre al biomateriale dell'impalcatura primaria, consentendo la fabbricazione dell'impalcatura
biostampata nello stesso momento in cui vengono introdotte cellule e molecole di
segnalazione. Il 3DBP rappresenta un possibile punto di svolta nel campo della produzione di

carne in vitro, garantendo un'elevata scalabilita, un processo privo di complessita, un dispendio
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energetico minimo e minori emissioni. I principali metodi di bioprinting sono basati su
estrusione, getto d'inchiostro e metodi basati su laser e luce (Lanzoni et al., 2022).

Le biostampanti a getto d’inchiostro utilizzano un sistema termico o piezoelettrico per erogare
bioinchiostro dai loro ugelli. Le biostampanti a getto d’inchiostro hanno il vantaggio di essere
relativamente economiche e molto precise e utilizzano condizioni blande che difficilmente
danneggiano le cellule (Saunders & Derby., 2014). Tuttavia, le biostampanti a getto
d’inchiostro rilasciano bioinchiostro a bassa viscosita, il che compromette la qualita
dell’impilamento 3D poiché la dimensione dello scaffold aumenta e di conseguenza puo
produrre uno scaffold meno resistente meccanicamente (Dababneh & Ozbolat., 2014).

Le biostampanti laser utilizzano un laser insieme a una lente ottica per stampare una gocciolina
su scala microscopica (Keriquel et al., 2017). Le biostampanti laser possiedono il vantaggio di
essere prive di ugelli, il che significa che ¢ possibile stampare viscosita maggiori e possiedono
anche una risoluzione piu elevata rispetto ad altre modalita di biostampa. Al contrario, il laser
utilizzato potrebbe danneggiare inavvertitamente le cellule e il sistema non ¢ facile da
ampliare.

L’ultimo tipo principale di biostampante 3D, le biostampanti a estrusione, sono azionate
meccanicamente o pneumaticamente. Questo metodo di azione consente di utilizzare
bioinchiostro ad altissima viscositd e si traduce in un'impalcatura con forti proprieta
meccaniche. Tuttavia, il metodo di azione delle biostampanti a estrusione produce uno stress
di taglio sulla punta dell’ugello, che limita i biomateriali che possono essere utilizzati nel
bioinchiostro, e la risoluzione finale dello scaffold ¢ la piu bassa dei tre tipi di biostampanti.
L’azienda Modern Meadow, fondata da Gabor e Andras Forgacs in New Jersey, gia produce

carne in vitro utilizzando le attuali tecniche di bio-printing 3D (Antonuccio et al., 2017).

2.10 Ostacoli nel percorso

Attualmente le cellule utilizzate per la produzione della carne coltivata sono le cellule satellite
(multipotenti e adulte), che rappresentano le cellule staminali proprie del muscolo responsabili
della rigenerazione. Le cellule satellite sono difficili da isolare, poiché presenti in quantita
minima nei tessuti maturi, e la loro proliferazione in coltura non ¢ efficiente come quella delle
ESC, seppure le cellule satellite replichino molto velocemente e per un numero molto elevato
di cicli di duplicazione. La loro capacita proliferativa in vitro ha bisogno di essere migliorata
per simulare i tassi di proliferazione in vivo e che sono necessari per la produzione di carne in

vitro (Langelaan et al., 2010).

31



Altra problematica ¢ la vascolarizzazione. Le tecniche di ingegneria tissutale attualmente
permettono di produrre solo tessuti sottili poiché 1’assenza di vasi sanguigni rende impossibile
la creazione di strutture molto complesse in quanto le cellule vanno incontro a necrosi se sono
separate per un lungo periodo di tempo da una fonte di nutrimento (Antonuccio et al., 2017).

Nelle tecniche di ingegneria tissutale ¢ fondamentale che le colture cellulari, seminate su
substrati bioriassorbibili dei quali devono essere note la cinetica di degradazione, le
caratteristiche chimiche e meccaniche, le proprietd morfologiche, siano adeguatamente
ossigenate e nutrite; non solo, i prodotti di scarto devono essere altrettanto opportunamente
allontanati. E percio evidente che i problemi di trasporto di massa assumano un ruolo cruciale
nella crescita tissutale; a tali problemi la biologia ha saputo rispondere, ad esempio, attraverso
la soluzione evolutiva dell’apparato circolatorio nel quale 1’efficace apporto di ossigeno e
nutrienti ¢ garantito accoppiando il trasporto convettivo nei vasi e il trasporto diffusivo dai
capillari alle cellule. Anche 1’ingegneria tissutale cerca di avvalersi del trasporto combinato,
lasciando le cellule esposte ad un flusso all’interno di bioreattori (Mantero et al., 2009).

Il dimensionamento dei bioreattori prende pertanto come riferimento cio che avviene nei
sistemi biologici e si stima, ad esempio, che I’ossigeno ceduto dal sangue all’intero organismo
sia dell’ordine di 17 nmol/h/106 cellule (Mantero et al., 2009).

L’ossigeno, ad esempio, riesce a penetrare un tessuto vivente fino ad una distanza finita pari a
circa 200 pm. Questo limite vale per molte strutture biologiche come membrane, aggregati
cellulari, tessuto micro-vascolarizzato (Mantero et al., 2009).

In vivo, le cellule beneficiano della prossimita dei capillari del sangue per la propria richiesta
di trasferimento di massa; in molti tessuti, le cellule non distano piu di 100 pm dai capillari
limitrofi. Inoltre, il piccolo diametro dei capillari (tra 6 e 8 um) assicura un tempo di residenza
del sangue nel tessuto abbastanza lungo da permettere la diffusione radiale di ossigeno e dei
nutrienti (Martin & Vermette., 2005).

Per superare i limiti di spessore di 100-200 pwm dei tessuti, sara necessaria in futuro la
progettazione di un sistema di irrorazione dei tessuti che possa replicare il sistema vascolare
(Jain et al., 2005).

L’incorporazione di reti vascolari in aggiunta al sistema di co-coltura rappresenta una sfida
importante per 1’ingegneria tissutale e per la produzione della carne coltivata.

Inoltre, elevata preoccupazione ¢ legata anche all'instabilita genetica delle cellule a causa
dell'elevato numero di proliferazioni che si rendono necessarie per aumentare

significativamente il numero di cellule (Hocquette., 2016).
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In altre parole, ¢ possibile che possano svilupparsi delle cellule cancerose senza essere
chiaramente identificate. Queste cellule cancerose sono probabilmente innocue per il
consumatore perché morte quando la carne ¢ ingerita e, in ogni caso, vengono digerite nello
stomaco ed ¢ quindi improbabile che vengano incorporate vive. Tuttavia, questo ¢ un tema
delicato per i consumatori e questo fenomeno dovrebbe essere approfonditamente studiato per
garantire la salubrita del prodotto, essenziale per ottenere le autorizzazioni ufficiali per
immettere un prodotto sul mercato (Hocquette., 2016).

Altro aspetto critico ¢ legato alla formulazione del mezzo di coltura ottimale per garantire un
alto tasso di crescita delle cellule. Numerosi nutrienti (carboidrati, amminoacidi, lipidi,
vitamine ...), fattori di crescita (TGFB, FGF, IGF) e ormoni (insulina, ormoni tiroidei e/o
ormone della crescita) sono necessari per coltivare le cellule e permettere loro di proliferare e
differenziarsi regolarmente (Hocquette., 2016).

Altra sfida importante ¢ replicare il gusto della carne, che ¢ il risultato di una complessa
interazione tra proteine, carboidrati ed aromi della frazione lipidica. Quindi, per ottenere carne
in vitro caratterizzata da maggiore gusto, le cellule adipose devono necessariamente essere
introdotte nel processo di coltura cellulare (Hocquette., 2016).

Ottenere un prodotto con la stessa la composizione in vitamine (vitamina B12 in particolare)
e altri micronutrienti che apportano benefici nutrizionali ¢ un ulteriore traguardo da

raggiungere al fine di ottenere un prodotto competitivo sul mercato (Hocquette., 2016).
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Capitolo 3

IMPATTO AMBIENTALE

3.1 Influenza sull’impronta ecologica

La motivazione per creare un approvvigionamento alimentare di carne coltivata ¢ la possibilita
di eliminare molte delle preoccupazioni ambientali ed etiche che esistono durante il processo
di produzione della carne convenzionale. E stato dimostrato che I’allevamento del bestiame
rappresenta un notevole stress per ’ambiente ed ¢ uno dei principali fattori che contribuiscono
al cambiamento climatico (Campbell., 2017) (Scollan., 2011).

Negli ultimi tempi, il dibattito sulla carne coltivata si & spostato dai circoli accademici e
scientifici verso |’arena pubblica e politica, delineando diverse correnti di pensiero. Una delle
opinioni piu diffuse riguarda l’impatto ambientale: i sostenitori di questa tecnologia
sottolineano che la carne in vitro rappresenta un’alternativa sostenibile, in grado di produrre
cibo in maniera piu pulita, preservando I’ecosistema e proteggendo la biodiversita, a differenza
degli allevamenti intensivi, che contribuiscono alla loro erosione.

Collegata a questo argomento ¢ 1’idea che la produzione di carne coltivata possa alleviare le
condizioni spesso critiche in cui vengono allevati gli animali negli allevamenti intensivi,
riducendo la sofferenza animale e migliorando il rispetto delle normative sul benessere
animale, spesso disattese. I consumatori, in particolare quelli di paesi sviluppati, sono sempre
piu interessati a conoscere le condizioni di benessere in cui vengono mantenuti gli animali
allevati con finalita produttiva (Latvala et al., 2012). Alcuni consumatori stanno persino
mettendo in discussione non solo il trattamento del bestiame ma la giustificazione etica per
l'impiego di qualsiasi animale nella produzione di alimenti destinati al consumo umano
(Croney et al., 2012). La carne artificiale fornisce un’alternativa valida a questo problema e
quindi potrebbe essere preferita dai consumatori in quanto acquisterebbero dei prodotti che
assomigliano in tutto e per tutto alla carne tradizionale (Richardson et al., 1994) ma che sono

nel frattempo il risultato di processi rispettosi degli animali e dell’ambiente. Alcuni credono
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che potrebbe persino essere una soluzione per i vegetariani che evitano la carne per motivi
etici legati alla macellazione, offrendo loro proteine animali senza il sacrificio di animali.
Un’altra linea di argomentazione favorevole si concentra sulla gestione delle risorse. |
sostenitori ritengono che la carne coltivata permettera di migliorare la sicurezza alimentare
globale, grazie a una produzione piu efficiente e sostenibile, riducendo cosi lo sfruttamento
delle risorse naturali.

Nonostante ’ottimismo degli operatori del settore, alcuni studi hanno messo in dubbio la
sostenibilita delle tecnologie di coltivazione cellulare. L.’allevamento tradizionale del bestiame
produce gas serra, ma anche le macchine utilizzate per la coltivazione della carne lo fanno.
Nel 2019, uno studio approfondito dell’ Universita di Oxford ha previsto che 'utilizzo di fonti
energetiche non rinnovabili per produrre carne in bioreattori potrebbe avere, a lungo termine,
un impatto peggiore rispetto alla carne di allevamento. Non considerando, inoltre, gli output
indiretti che I’allevamento del bestiame produce, ossia letame e liquame utilizzabili per la
fertilizzazione della terra coltivabile. Questo crea un’importantissima circolarita nel sistema
allevamento-ambiente circostante che contrasta significativamente 1’impatto ambientale
dell’allevamento stesso, apportando nutrienti necessari alla crescita e allo sviluppo delle
colture (https://www.bioecogeo.com/cose-la-carne-sintetica/).

In futuro, l'integrazione di energie rinnovabili nella produzione di carne sintetica potrebbe
rappresentare una svolta cruciale per superare le preoccupazioni legate alla sostenibilita. Se i
bioreattori e le altre tecnologie impiegate nella coltivazione cellulare fossero alimentati
principalmente da fonti energetiche rinnovabili, il bilancio delle emissioni di gas serra
potrebbe essere drasticamente ridotto. Inoltre, il miglioramento delle tecniche di produzione,
insieme all’utilizzo di energie rinnovabili, potrebbe favorire la riduzione dei costi energetici.
Questo, a sua volta, renderebbe la carne coltivata economicamente piu accessibile, abbassando

il prezzo per il consumatore finale e aumentando 1'adozione di questa tecnologia su larga scala.

3.2 L’alternativa sostenibile alla produzione tradizionale

Secondo uno studio della FAO I'impatto della filiera produttiva zootecnica tradizionale, in
termini di emissioni di gas serra, sarebbe pari a circa 7,1 giga tonnellate (Gt) di anidride
carbonica equivalente (CO2) /anno (Fig.6). Le principali fonti di emissione legate alle attivita
di tale settore sono rappresentate dalla produzione e lavorazione dei mangimi (45% del totale),
dal processo digestivo del bestiame (39%) e dalla decomposizione del letame (10%); il resto

(5-6%) ¢ imputabile al trattamento ¢ la trasporto dei prodotti animali (Coldiretti., 2013).
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Figura 6: Gas serra prodotti dal settore zootecnico (fonte: Antonuccio et al., 2017)

Secondo le stime dell’ONU si prevede inoltre che nel 2050 la popolazione mondiale
raggiungera 9 miliardi di persone e tale rapido aumento della popolazione incidera anche sulle
emissioni annuali di CO2 (liberata dalle emissioni di gas serra) con un aumento stimato da
11,22 19,7 Gt.

A causa di una popolazione mondiale in espansione e dell’aumentare del consumo di carne nei
paesi con economie in via di sviluppo, ¢ previsto che il consumo di carne raddoppiera nei

prossimi quaranta anni (Fig. 7) (FAO., 2006).
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Figura 7: Crescita stimata del consumo globale di carne bovina, suina e pollo entro il 2030,

cifre in milioni di tonnellate, variazioni 2023/2030. Preparato dal Dipartimento di Economia
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e Market Intelligence di 333 LATAM con dati del Dipartimento dell'Agricoltura degli Stati
Uniti (USDA).

Sebbene queste previsioni siano associate a notevole incertezza, la ricerca di un’alternativa
sostenibile sembra necessaria. Stime dicono che la capacita del sistema di produzione di carne
sia gia vicina al suo massimo (FAO., 2006), di conseguenza, la carne diventera scarsamente
disponibile, e quindi piu costosa finendo per diventare un cibo di lusso, con il rischio di
aggravare la gia diseguale distribuzione globale del cibo.
Inoltre, dal punto di vista del benessere animale, questo metodo elimina la necessita di allevare
e macellare animali, affrontando le questioni etiche e morali associate all'allevamento
industriale. Il prodotto, ottenuto in laboratorio promette di offrire benefici significativi, come
una carne piu sicura e nutriente per i consumatori, riducendo al contempo I’impatto
ambientale.
Poiché gli animali ruminanti sono la principale fonte di emissioni di gas serra associate alla
produzione di carne, qualsiasi diminuzione del numero totale di animali ruminanti allevati
comporterebbe un miglioramento in termini di sostenibilita per I'ambiente. In questa ottica, 1
prodotti a base di carne artificiale potranno aiutare a ridurre le emissioni di gas serra rispetto
al metodo di produzione della carne convenzionale; tuttavia, un'analisi completa del Life Cycle
Assessment (LCA), che valuta I’insieme di interazioni che un prodotto o un servizio ha con
I'ambiente e l'impatto ambientale (positivo o negativo) che scaturisce da tali interazioni, €
necessaria per confermare tutto questo (Bonny et al., 2015).
Nel luglio 2011 ¢ stata pubblicata un'analisi del ciclo di vita (LCA) comparando la carne
coltivata con la carne prodotta in Europa in modo convenzionale (Tuomisto & de Mattos.,
2011).
Questa analisi ha evidenziato che, in confronto all’allevamento tradizionale, la carne coltivata
comporta un consumo energetico inferiore di circa il 7-45%, un decremento delle emissioni di
gas serra del 78-96%, il 99% in meno di uso del suolo ¢ 1'82-96% in meno di acqua utilizzata
a seconda della specie animale presa in considerazione (bovina, suina, pollame) (Tuomisto &
de Mattos., 2011).
Steinfeld e collaboratori hanno stimato che il bestiame produca circa il 18% di emissioni
globali di GHG antropogeniche (misurate in CO2 equivalente) e richieda, per l'irrigazione di
colture foraggiere, circa 1'8% del consumo umano di acqua (FAO., 2006). In uno scenario dove
¢ previsto un aumento del consumo globale di carne, il passaggio dagli allevamenti tradizionali
a favore della carne in vitro potrebbe servire a limitare gli aumenti netti di gas serra e uso di

acqua (Bonny et al., 2015).
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Una situazione simile esiste per 1'uso del suolo. Steinfeld e collaboratori nello stesso report
(FAO., 2006) hanno stimato che i pascoli e la produzione di materie prime per i mangimi
zootecnici richiedono circa il 70% di tutti 1 terreni agricoli e il 30% della superficie emersa
totale (Bonny et al., 2015).

Anche se una riduzione del 99% nell'uso del suolo sarebbe significativa, altri fattori potrebbero
impedire la conversione di tali superfici in aree a basse emissioni di carbonio come le foreste.
Quindi, anche se I’evoluzione verso la produzione di carne coltivata potrebbe portare a
cambiamenti di uso del terreno, I'imboschimento o la riforestazione non sono garantiti
(Mattick et al., 2015).

Il contributo del bestiame con le loro emissioni alla produzione dei tre principali gas serra:
biossido di carbonio, metano e protossido di azoto- ¢ stato indicato essere rispettivamente del
9%, 39% e 65% (FAOQ., 20006).

E stato perd osservato che tali numeri variano notevolmente per paese e continente, e
dipendono da molti fattori, inclusa la presenza o l'assenza di danni collaterali dovuti alla
deforestazione (Post., 2012).

Un'altra motivazione alla ricerca di alternative all’allevamento del bestiame ¢ la crescente
preoccupazione dei consumatori verso le condizioni di benessere degli animali allevati. Il
benessere degli animali pud influenzare il comportamento del consumatore forzando cosi

I’industria della carne a valutare continuamente le sue pratiche di allevamento (Post., 2012).
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Capitolo 4

IL FUTURO DELLA CARNE SINTETICA

4.1 Sicurezza

Dati gli accurati controlli delle condizioni di coltivazione durante la produzione della carne in
vitro viene limitata, o addirittura eliminata la sua possibile esposizione a prodotti pericolosi
come pesticidi, fungicidi, metalli pesanti, aflatossine, melamina, agenti anabolici e antibiotici,
un risultato difficile per i metodi di produzione di carne convenzionali (Marques et al., 2011).
Agenti patogeni e malattie emergenti, come l'influenza aviaria e suina sono associati
all'allevamento intensivo del bestiame (Greger., 2007). Mediante la produzione di carne
coltivata sara possibile eliminare le interazioni uomo-animale e animale-animale, frenando
cosi l'incidenza delle zoonosi epidemiche in via di sviluppo (Datar & Betti., 2010). Inoltre,
l'approccio che prevede 1’abbattimento di tutti gli individui infetti sta diventando sempre piu
inaccettabile per un pubblico sempre piu sensibile alle tematiche legate al benessere animale
(Bonny et al., 2015).

Gli ambienti sterili per le colture cellulari e 1’uso nei mezzi colturali di adeguati antimicrobici,
potrebbero riuscire a rimuovere gli agenti patogeni come la Salmonella ed E. coli dal processo
di produzione della carne (Datar & Betti., 2010) (Bonny et al., 2015). Tuttavia, gli ambienti
sterili per le colture cellulari sono estremamente costosi, se non impossibili da realizzare su
scala industriale; quindi, le colture richiederebbero un uso cronico ¢ a lungo termine di
antimicrobici che potrebbe anch’esso generare, nel lungo periodo, altri problemi di salute e di
sicurezza alimentare. Inoltre, alcuni Autori sostengono che il processo della coltura cellulare
non possa essere mai perfettamente controllato e che si potrebbero anche verificare dei
meccanismi biologici inaspettati.

Un sistema di produzione della carne in vitro offre un livello di controllo del sistema produttivo
che non puo essere raggiunto con i tradizionali metodi di produzione della carne, ad esempio,
potenziali pericoli per gli animali e difetti della carne a seguito di errori o impropri trattamenti

durante le varie fasi di pre-macellazione (ad es. carni PSE -pale, soft, exudative- o le carni
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DFD -dark, firm, dry) sarebbero evitati con la produzione di carne in vitro (Datar & Betti.,
2010).

Oltre a cid, le colture in vitro di tessuto muscolare possono eventualmente essere manipolate
per creare intenzionalmente prodotti con caratteristiche qualitative differenti.

Il gruppo di ricerca tedesco Biozoon Food Innovation oltre a lavorare su una migliore
digeribilita del prodotto finale, ha proposto nuovi sistemi di ‘‘texturing’’ per rendere il cibo
stampato piu “attraente”. Ad esempio, tramite un sistema inkjet € possibile stampare un filetto
di pollo di qualsiasi forma e nella consistenza desiderata. Tale sistema permette gia la
personalizzazione del cibo mentre il gusto e l'aroma e l'aspetto visivo rimangono simili

all'originale (Antonuccio et al., 2017).

4.2 Proprieta Nutrizionali

Con I’avvento di molti alimenti funzionali ed arricchiti, i consumatori sono oggi piu disposti
ad acquistare prodotti alimentari che sono stati modificati per avere particolari proprieta
nutrizionali (Korhonen., 2002) (Burdock et al., 2006).

Mediante la co-coltura con la diversa formulazione dei media o mediante tecniche di
ingegneria genetica, ¢ in teoria possibile creare prodotti con gusti, trama e profili nutrizionali
diversi. Inoltre, una delle piu frequenti critiche mosse alla carne convenzionale ¢ il suo alto
contenuto di acidi grassi saturi che contribuiscono ad aumentare il rischio di contrarre malattie
cardiovascolari. In vitro, il contenuto di grassi saturi ¢ determinato dalla co-coltura delle
cellule muscolari con adipociti; senza co-coltura, la coltura del miocita puro darebbe un
prodotto con benefit nutrizionali interessanti, ricco in acidi grassi sotto forma di fosfolipidi.
Inoltre, anche I’eventuale manipolazione genetica dei miociti potrebbe permettere modifiche
nella composizione in acidi grassi del grasso prodotto che potrebbe essere arricchito in
particolare di acidi grassi polinsaturi come gli omega-3 (Datar & Betti., 2010).

Oltre ad avere un alto contenuto proteico, caratterizzato da proteine che contengono tutta la
gamma degli aminoacidi, la carne ¢ una fonte esclusiva di diversi nutrienti essenziali. Alcuni
nutrienti presenti nella carne tradizionale non sono pero sintetizzati dalle cellule muscolari e
dovranno pertanto essere integrati per ottenere un prodotto con lo stesso valore nutrizionale.
Ad esempio, la vitamina B12 ¢ sintetizzata esclusivamente da alcune specie di batteri che
colonizzano I’apparato digerente di poligastrici e monogastrici e si trova quindi
esclusivamente in prodotti alimentari di origine animale. Un supplemento di vitamina B12
sarebbe quindi necessario in un prodotto di carne coltivata in vitro in ambiente asettico (Datar

& Betti., 2010).
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Il ferro nella carne ¢ presente come ione Fe?" nella forma eme ad elevata biodisponibilita, nel
gruppo prostetico che si trova nella mioglobina. In un sistema di coltivazione in vitro della
carne, per fornire ferro in una forma biodisponibile compatibile con la crescita dei miociti, gli
ioni Fe** legati alla transferrina dovranno essere integrati al mezzo di coltura. I trasporto di
ferro mediato da transferrina permettera quindi al ferro di entrare nei mitocondri dei miociti
ed essere incorporato nell'eme per la successiva sintesi della mioglobina (Aisen et al., 2001).
I livelli di transferrina dovranno pero essere strettamente monitorati per evitare la presenza di
ioni Fe*" liberi nel mezzo colturale poiché possono facilmente catalizzare la produzione di
forme reattive dell’ossigeno dannose in ambienti aerobici (Papanikolaou & Pantopoulos.,
2005).

Inoltre, Graber ¢ Woodworth (1986) hanno osservato che i livelli di mioglobina non sono
significativi in coltura fino a quando non si sia formata una popolazione stabile di miotubi, il
che puo aiutare a determinare il tempo di crescita ottimale necessario prima che il prodotto sia
pronto.

Pertanto una grande sfida per la produzione di un prodotto di carne cresciuto in vitro
competitivo sta nel garantire la presenza di tutti i nutrienti necessari. Minerali e vitamine, non
sintetizzate dai miociti, richiederanno nel mezzo di coltura proteine leganti e meccanismi di
trasporto efficaci per assicurare l'ingresso nelle cellule. La conoscenza del complesso
metabolismo di ciascuna vitamina e minerale ¢ quindi necessaria per sviluppare un prodotto a
base di carne dall’elevato valore nutrizionale. La determinazione del corretto profilo
nutrizionale della carne in vitro sara una sfida importante da affrontare, che richiedera una
profonda conoscenza di come manipolare il sistema di coltura per realizzare prodotti in vitro

nutrizionalmente corretti e completi (Datar & Betti., 2010).

4.3 Sfida alla tradizione alimentare europea

La carne sintetica, pur nascendo e crescendo in un ambiente igienicamente controllato, € un
alimento destinato ad essere iperprocessato per poter raggiungere gusti e aromi che la possano
farla assomigliare a quella tradizionale. Per non parlare, per I’appunto, della specificita e della
tradizionalita che le innumerevoli tipologie di carni conservano da decenni, se non da secoli.
Ogni razza bovina, ovina, caprina, avicola, suinicola ¢ autoctona di una specifica regione, di
un’area circoscritta, di un piccolo paese, che ha fatto di un alimento un tratto distintivo della
propria storia. Storia che andrebbe inevitabilmente persa e dimenticata se, davvero, alimenti
come la carne sintetica prendessero piede nella societa (https://www.bioecogeo.com/cose-la-

carne-sintetica/).
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Secondo alcune previsioni, la produzione commerciale di carne coltivata in futuro potrebbe
sostituire la carne di bestiame convenzionale, cosi che la carne rossa tradizionale scomparira
dal mercato (Arshad et al., 2017). Tuttavia, non ¢ realistico aspettarsi che la carne artificiale
andra a sostituire completamente la carne convenzionale a causa della complessita del mercato
e alla vasta gamma di diversi gruppi di consumatori (Bonny et al., 2015).

Nell’ultimo periodo, il dibattito sulla carne in vitro ¢ passato dal mondo accademico e
scientifico a quello pubblico e politico e si iniziano a distinguere diverse linee di pensiero.

La prima e piu diffusa opinione si lega al tema ambientale: i sostenitori di tale posizione sono
concordi nell’affermare che la produzione della carne in vitro avra I’indubbio vantaggio della
sostenibilita, cio¢ consentira la produzione di cibo in un modo pulito, riuscendo a garantire

la stabilita dell’ecosistema senza sacrificare la biodiversita, come fanno invece gli allevamenti
intensivi.

Immediatamente connessa a questa logica argomentativa si ¢ diffusa la convinzione che
facendo crescere la carne secondo la metodologia in vitro, di fatto, gli animali verranno
sottratti dalle pesanti condizioni che oggi caratterizzano soprattutto i grandi allevamenti
intensivi in cui, spesso, sono disattese le condizioni di benessere per gli animali allevati
disciplinate dalla Comunita Europea.

Una terza argomentazione riguarda la conservazione e gestione delle risorse. Chi ¢ a favore
sottolinea come la carne coltivata sia un modo per garantire una maggiore sicurezza nella
produzione, con conseguenze di sostenibilita per I’ambiente e di una piu corretta gestione delle
risorse ambientali.

Coloro che invece percepiscono la carne in vitro come un possibile problema, argomentano
che la necessita di ricorrere a processi tecnologicamente avanzati e costosi portera
inevitabilmente ad ingiustizie e sperequazioni nella produzione del cibo perché concentrera le
attivita produttive in mano a pochi soggetti.

Un'altra categoria di persone vede nella carne in vitro addirittura un miglioramento della
produzione della carne rispetto a quella naturale e sostengono che la carne in vitro potrebbe
permettere 1’assunzione di proteine animali anche a tutti quei vegetariani che sostengono di
non mangiare le carni per motivi etici € per contestare la cruenta macellazione a cui gli animali
vengono sottoposti.

Fino ad ora, I'Unione Europea non ha autorizzato alcun prodotto a base di carne coltivata, ma
la discussione sull'argomento ¢ in corso e potrebbe avere implicazioni rilevanti per il futuro

della produzione alimentare nell'UE (https://www.marionegri.it/magazine/carne-coltivata).
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La controversia su come chiamare questa carne nasce dal metodo di produzione che consiste
— spiega David Kaplan, direttore del Centro per I’agricoltura cellulare della Tuft University
negli Usa — «nel prendere cellule da animali normalmente allevati per produrre carne e usare
quelle cellule come “starter” per far crescere la carne al di fuori dell’animale». «E la stessa
cosa della carne tradizionale, ma togliendo dal processo produttivo gli animali», ¢ invece la
definizione di Claire Bomkamp, scienziata del Good Food Institute. Comunque, 1’Italia ¢ il
primo Paese europeo a vietarne [’'uso. Un primato di cui essere orgogliosi, secondo il ministro
Francesco Lollobrigida e la Coldiretti che per prima ha raccolto due milioni di firme. Una
legge inutile, nel migliore dei casi, secondo gli avversari, perché proibisce qualcosa che ¢ gia
proibito: le autorita europee non hanno finora concesso alcuna autorizzazione alla
commercializzazione ¢ al consumo della carne di questo genere (non importa se chiamata,
coltivata o sintetica) che stando a un regolamento del 1997 tuttora in vigore non puod
assolutamente essere messa in commercio, se non dopo un rigoroso iter che ancora non ¢
iniziato. E vero, piuttosto, che sono in corso ricerche e sperimentazioni, che adesso potrebbero
fermarsi in Italia lasciando il paese indietro rispetto agli altri. D’altro canto, laddove I’UE
dovesse autorizzarne la commercializzazione, 1’Italia non potra opporre limitazioni in base
alle norme comunitarie sulla circolazione delle
merci (https://www.ilmessaggero.it/politica/carne_sintetica come si_produce cellule anima
li-7760475 .html?refresh ce).

Uno studio di McKinsey (McKinsey., 2020) effettuato nel 2020 colloca nel 2030 il
raggiungimento della parita di prezzo tra bistecca “vera” e bistecca “in provetta”. Addirittura,
l'azienda biotecnologica israeliana Future Meat Technologies, che ha appena raccolto 347
milioni di dollari di finanziamenti e annunciato 1’apertura del primo impianto di produzione
su larga scala negli Stati Uniti, riuscendo ad abbassare il costo di produzione a 1,70 dollari per
110 grammi di pollo “sintetico”, cosi da centrare 'obiettivo di parita dei prezzi prima di quanto
il mercato preveda (Fernandes., 2020).

Proprio la riduzione dei costi, a detta degli esperti di Barclays research, crea una congiuntura
favorevole per 1'hamburger ingegnerizzato, spinto anche dalla crescita della popolazione
mondiale, da motivazioni ecologiche legate al minore impatto ambientale delle emissioni
(sempre che si ricorra a energia elettrica da fonti rinnovabili) e da questioni etiche connesse
agli allevamenti di animali. Da qui la stima di Barclays che il giro d'affari della bistecca
sintetica possa arrivare a valere sino a 450 miliardi di dollari nel 2040, ossia il 20% del mercato

globale della carne.
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4.4 Influenze sull’accettazione della carne coltivata

11 primo problema riguarda la percezione di “non naturalezza” associata alla carne coltivata.
La percezione innaturale del processo di fabbricazione potrebbe portare a forti reticenze tra i
consumatori, che considerano il processo una manipolazione della natura a vantaggio
dell'uvomo. In altre parole, nonostante la carne coltivata possa contribuire a risolvere importanti
problemi etici rispetto al bestiame da allevamento e alla macellazione di animali destinati al
consumo umano, ¢ possa contribuire ad alleviare i problemi della fame nel mondo e alcune
criticita ambientali, la tecnologia adottata per produrre carne in vitro potrebbe rappresentare
un ostacolo alla sua diffusione (Verbeke et al., 2015).

Questo scetticismo verso la carne coltivata, rifiutando 1'idea di un prodotto altamente
tecnologico e sospettando che queste innovazioni siano pericolose o innaturali ¢ un
atteggiamento che rientra nel cosiddetto tecno-scetticismo.

Dr’altro canto, il carattere artificiale della carne coltivata potrebbe essere visto da altri come un
vantaggio poiché la produzione in un ambiente completamente controllato impedirebbe
eventuali rischi di contaminazione e diffusione di malattie (Hopkins & Dacey, 2008).

Per quanto riguarda la produzione e la sua scala operativa, Post (2014) sostiene che
l'accettazione della carne coltivata potrebbe ulteriormente dipendere dalla futura
implementazione della tecnologia e porta come esempio la carne di manzo “prodotta in casa”,
in un mini-incubatore dall’aspetto simile a qualsiasi altro apparecchio usato in cucina. La carne
coltivata prodotta nella propria cucina (“self-made”) potrebbe, secondo Post, essere percepita
in modo molto diverso dal consumatore medio e, forse, anche come meno innaturale rispetto
alla carne coltivata prodotta in scala industriale in una fabbrica da una multinazionale del
settore alimentare (Verbeke et al., 2015).

Un altro problema importante riguarda la possibile repulsione, il cosiddetto “fattore yuck”
inteso come la reazione iniziale dei consumatori all'idea di mangiare carne coltivata (Pluhar.,
2010).

Come con molti altri nuovi alimenti o tecnologie applicate all’industria alimentare, l'idea di
commercializzare un nuovo prodotto genera paura o diffidenza. I promotori della carne
coltivata sostengono che quando il processo di produzione sara perfezionato e spiegato al
pubblico, la repulsione dei consumatori potrebbe diminuire. Ad esempio, anche il lancio di
prodotti come il surimi o il tofu produsse all’epoca un notevole dibattito; la loro nuova natura
suscitd molta preoccupazione nelle societa occidentali prima che questi prodotti diventassero
di uso comune, anche se consistevano in una materia prima che era familiare al pubblico

(Verbeke et al., 2015).
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Il terzo problema riguarda invece la salubrita percepita per un prodotto alimentare realizzato
in laboratorio e le eventuali conseguenze per la salute umana, conseguenti al consumo di carne
sintetica. [ possibili rischi associati alla produzione e alla distribuzione di un nuovo prodotto
“tecnologico” che non ¢ stato ancora sufficientemente provato o valutato per i suoi effetti sulla
salute dell’uomo, suscitano naturalmente preoccupazioni e dubbi nei consumatori (Verbeke et
al., 2015).

Come si ¢ gia visto con I’introduzione di organismi geneticamente modificati (OGM) in alcuni
prodotti alimentari, il lancio della carne coltivata sul mercato alimentare umano ¢ destinato ad
essere controverso e dibattuto e l'eventuale accettazione della carne in vitro potra dipendere
anche dalla presentazione ai consumatori dei vantaggi e/o degli svantaggi del prodotto da parte

di competenti autorita pubbliche di garanzia (Fig. 8) (Verbeke et al., 2015).
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Figura 8: Fattori che contribuiscono all’accettazione della carne artificiale; forze favorevoli
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Capitolo 5

ASPETTI ECONOMICI

5.1 Il mercato della carne sintetica

Attualmente solo la carne convenzionale e alcuni tipi di prodotti sostitutivi della carne sono
presenti sul mercato. In futuro I'agroecologia, la clonazione e le nuove tecniche applicate alle
colture cellulari potrebbero fornire tecnologie e tecniche che consentiranno all’industria della
carne in vitro di soddisfare le crescenti esigenze dei consumatori (Bonny et al., 2015).

La probabilita di una fornitura alimentare di carne coltivata non ha raggiunto 1’attenzione del
pubblico fino al 2013, quando ¢ stato creato e presentato al pubblico il primo hamburger di
carne coltivata. Questo approccio, che ha richiesto la coltura di 10.000 fibre muscolari
individuali e la cui creazione € costata circa 330.000 dollari, ha stimolato 1’innovazione nel
campo, portando alle stime attuali per lo stesso hamburger da 85 grammi ora nell’ordine di
soli 10 dollari (Gonzalez & Koltrowitz., 2020).

Negli ultimi anni, diverse aziende hanno investito decine di milioni di dollari nello sviluppo
della carne coltivata. Tuttavia, malgrado I'aumento di interesse, ci sono ancora vari ostacoli,
dovuti in gran parte alla carenza di ricerche scientifiche non coperte dal segreto commerciale
(Dolgin., 2019).

Gli investimenti privati nella realizzazione di carne prodotta in laboratorio sono in forte
crescita, e le aziende inseguono la promessa di polpette, bistecche ¢ hamburger coltivati in
vitro invece che ottenuti da bestiame d'allevamento. Negli ultimi due anni, le start-up che
hanno come obiettivo la produzione di “carne pulita” hanno raccolto decine di milioni di
dollari da miliardari come Bill Gates e Richard Branson, e dai giganti dell'agricoltura Cargill
e Tyson (Dolgin., 2019).

Alcune delle critiche mosse contro la carne in vitro rappresentano il timore che i costi elevati
e la dipendenza da tecnologie avanzate possano creare disuguaglianze, concentrando la
produzione di cibo nelle mani di poche grandi aziende. Infine, alcuni ritengono che l'accesso
alla carne coltivata potrebbe essere limitato, accentuando le ingiustizie nel sistema alimentare

globale. Alla domanda se reputano la carne in vitro come una cosa importante per |’umanita,
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i cittadini intervistati rispondono in grande maggioranza si. All’idea di trovare questa carne
come un prodotto qualunque tra i diversi alimenti in vendita nei supermercati la risposta ¢ di
generale dissenso, mentre gli intervistati si dichiarano totalmente d’accordo con 1’idea di
sfamare le popolazioni povere del mondo con la carne coltivata in vitro. In altri termini si
potrebbe sintetizzare 1’opinione pubblica degli occidentali cosi: si alla carne in vitro purché se
le mangi qualcun altro!” (Benanti., 2016).

Sempre piu organismi ed enti di regolamentazione, compresa 'Unione europea e la Food and
Drug Administration negli USA, stanno agendo sul piano legislativo per permettere alle
aziende agricole di produrre in modo piu sostenibile per ’ambiente (Anonymous., 2003;
Carlarne., 2007). L'aumentare della domanda di carne e la diminuzione delle risorse
disponibili, rendera tutto il sistema normativo che disciplina la produzione di carne
sicuramente piu complesso e la produzione convenzionale di carne incorrera in maggiori costi,
rendendo la carne pit costosa per il consumatore (NIAA., 2012). L’aumento di prezzo della
carne tradizionale comportera anche 1’aumento della domanda di alternative economiche come
la carne in vitro, prodotti derivati da proteine vegetali e micoproteine o proteine alternative di
origine animale come quelle di insetti (Bonny et al., 2015).

I primi prodotti che potranno generare una forte concorrenza per le carni convenzionali sono i
prodotti sostitutivi della carne derivati da piante o insetti. Questi prodotti sono i piu attraenti
per la produzione e hanno le barriere piu basse alla commercializzazione in quanto vengono
percepiti come “pit naturali” dai consumatori. Premesso che tecnologia per la produzione di
carne coltivata & ancora agli inizi, questa potrebbe arrivare a superare le sfide ed i limiti legati
alla proliferazione di appropriate cellule staminali, alla disponibilita di mezzi di coltura puri e
sani per la coltura cellulare, di adatti mezzi di differenziazione per la produzione di cellule
muscolari, di tecniche specifiche di ingegneria tissutale per le fibre muscolari, allo sviluppo di
bioreattori su scala industriale e all’accettabilita del consumatore (Haagsman et al., 2009).
Secondo alcune previsioni, la produzione commerciale di carne coltivata in futuro potrebbe
sostituire la carne di bestiame convenzionale, cosi che la carne rossa tradizionale scomparira
dal mercato (Arshad et al., 2017). Tuttavia, non ¢ realistico aspettarsi che la carne artificiale
andra a sostituire completamente la carne convenzionale (Hou et al., 2008) a causa della
complessita del mercato e alla vasta gamma di diversi gruppi di consumatori (Bonny et al.,

2015).
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CONCLUSIONI

E chiaro che oggi la nostra societa sta affrontando diverse sfide contemporaneamente, una
delle piu difficoltose delle quali ¢ rappresentata dalla necessita di nutrire la popolazione
mondiale in continua crescita e, allo stesso tempo, ridurre le emissioni ambientali dovuti alla
produzione di carne, senza tralasciare importanti aspetti come il benessere degli animali
(Hocquette, 2016).

I sistemi convenzionali di produzione di carne sono oggi associati a diversi problemi come il
benessere degli animali, le zoonosi, la limitata disponibilita di risorse naturali, la perdita di
biodiversita legata alla distruzione di habitat naturali e al degrado ambientale dovuto
all'inquinamento ed al riscaldamento globale (Arshad et al., 2017).

I sostenitori della carne artificiale stanno sviluppando una comunicazione strategica, che
combina questi diversi aspetti e che sembra essere convincente per una parte significativa della
popolazione, in particolare i giovani con un’istruzione elevata (Hocquette, 2016).

I media, dunque, hanno un'importante responsabilita nella diffusione di queste idee. Tuttavia,
anche se una parte significativa della popolazione accetterebbe di assaggiare la carne artificiale
almeno una volta, la sua accettazione sociale e globale € potenzialmente limitata a causa di un
profondo desiderio di naturalezza di questo tipo di prodotto da parte dei consumatori.

La comunita scientifica globale riconosce che ci siano ancora vari ostacoli da superare prima
che la carne artificiale possa raggiungere la fase di produzione industriale (nuova formulazione
dei mezzi di coltura, sviluppo di bioreattori, valutazione della sicurezza per il consumo umano,
riduzione del costo di produzione, ecc.). In aggiunta, un’ulteriore sfida riguarda
I’arricchimento nutrizionale della carne sintetica. Rendere questo prodotto equivalente, se non
superiore, alla carne convenzionale in termini di apporto di nutrienti essenziali come proteine
di alta qualita, vitamine, minerali ¢ composti bioattivi non ¢ un compito semplice. Inoltre,
garantire una biodisponibilita ottimale di tali nutrienti richiede un’attenta progettazione del
mezzo di coltura e dei processi di produzione, il che aggiunge ulteriori livelli di complessita
tecnica e costi. Questi aspetti rappresentano un punto cruciale per la futura accettazione e

diffusione della carne sintetica. Di conseguenza, non ¢ ancora prevedibile quando la carne
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artificiale arrivera sul mercato e¢ quando si concluderanno le varie ricerche scientifiche
necessarie e/o obbligatorie prima della sua commercializzazione (Hocquette., 2016).

In futuro, diversi tipi di carne (da animali clonati, geneticamente modificati, ecc.), sostituti
della carne -come prodotti derivati da proteine vegetali e micoproteine o proteine alternative
di origine animale come gli insetti saranno disponibili sul mercato e saranno forti concorrenti
anche della carne artificiale poiché si stanno gia espandendo nel mercato internazionale
(Hocquette, 2016).

Altre soluzioni possibili sono invece legate a variazioni delle abitudini alimentari dei
consumatori, spostando le preferenze verso il consumo di proteine di origine vegetale a fronte
di un minor consumo di quelle animali, o a sostanziali variazioni dei moderni metodi di
allevamento degli animali di interesse zootecnico che forniscono carne edibile per migliorare
la sostenibilita ed il loro impatto sull’ambiente.

In realta tutte queste soluzioni non sono esclusive e si completano a vicenda e sono
sicuramente piu veloci da sviluppare a breve termine rispetto alla carne in vitro che ancora
necessita di molte ricerche e prove di crescita in laboratorio.

In conclusione, la carne sintetica rappresenta una delle innovazioni piu discusse nel panorama
alimentare moderno. Tra vantaggi ecologici, implicazioni etiche e sfide tecnologiche, il
dibattito su questo prodotto evidenzia le numerose sfaccettature che ne accompagneranno la
diffusione. La possibilita di ridurre I’impatto ambientale e di limitare la sofferenza animale ha
sicuramente il potenziale di attrarre una fascia di consumatori attenta a questi temi. Tuttavia,
rimangono ancora importanti interrogativi riguardo alla sicurezza, ai costi, alla
regolamentazione e alla percezione culturale della carne sintetica, soprattutto in paesi, come il
nostro, dove le tradizioni legate alla carne sono ben radicate. Il futuro della carne sintetica
dipendera, quindi, non solo dai progressi scientifici e tecnologici, ma anche dalle scelte
politiche, dall’accettazione sociale e dall’evoluzione dei valori culturali, segnando cosi un

passaggio critico nel modo in cui affrontiamo la produzione ¢ il consumo di carne.
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