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Dosezi u proizvodnji nadomjestaka mesa
miijeka pomocu stanica

Igor Slivac**, Kristina Radosevic?, Visnja Gaurina Sréek!

Sazetak

Povecanje broja stanovnika vodi k povecanoj potraznji za hranom. Zato je vrlo vazno baviti se
uskladivanjem povecane proizvodnje hrane sa smanjenjem Stetnog utjecaja na okolis kojeg ima global-
no Sirenje poljoprivrede. Novo podrucje biotehnologije, nazvano stani¢na poljoprivreda, moglo bi dopri-
nijeti rjeSavanju ovog problema. Stani¢na poljoprivreda nudi drugacije proizvodne sustave za mnoge
proizvode Zivotinjskog i biljnog podrijetla koji se danas dobivaju stocarstvom ili poljodjelstvom. Meso i
mlijeko dva su takva proizvoda, a proizvodnja njihovih analoga primjenom stanicne poljoprivrede cilj je
sve veceg broja tvrtki Sirom svijeta. One razvijaju tehnologiju oslanjajuci se na iskustva stecena u tkivnom
inZenjerstvu i bioprocesima sa Zivotinjskim stanicama. U ovom radu donosimo pregled novih tehnologi-
ja koje se temelje na uzgoju kulture stanica za dobivanje tzv. in vitro kultiviranog mesa i analoga mlijeka.
Takoder raspravljamo o kvaliteti navedenih proizvoda te potrebama i odrZivosti njihove proizvodnije.

Kljucne rijeci: stani¢na poljoprivreda, biotehnologija, kultivirano meso, nadomjestak mlijeka

Uvod

Dostupnost i kvaliteta hrane klju¢ne su
odrednice opstanka i razvoja suvremenog ljudskog
drustva. Proteini spadaju medu najvaznije nutri-
jente u ljudskoj prehrani, a proizvodi Zivotinjskog

ra Sto veca koli¢ina i prinos proizvoda, ostvarivala
su se selekcijom i krizanjem najboljih pasmina te
povecanjem uzgojnih kapaciteta. U razvijenom
svijetu danas prevladava uzgoj stoke na farmama,

porijekla njihov su najznacajniji izvor. Stocarstvo,
kao grana poljoprivrede, od svog je nastanka bilo
temelj za proizvodnju namirnica bogatih proteini-
ma (meso, mlijeko, jaja). Prva poljoprivredna revo-
lucija zapocela je prije vise od deset tisuca godina
Covjekovim pripitomljavanjem Zivotinja, poglavito
kaoizvora hrane. Stalna nastojanja da se od dome-
sticiranih Zivotinja (stoke, peradi, riba i sl.) osigu-

tj. uzgoj jedne vrste Zivotinja na specijaliziranom
poljoprivrednom dobru. Prema podacima Organi-
zacije za hranu i poljoprivredu Ujedinjenih naroda
(FAO, www.fao.org), ovakav uzgoj Zivotinja osigu-
rava CovjecCanstvu tredinu proteina neophodnih za
prehranu, izvor je prihoda za vise od milijardu ljudii
doprinosi plodnosti tla. Porast broja stanovnika na
Zemljii poboljSanje Zivotnog standarda neizbjezno
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vodi k povecanoj potraznji za hranom, a posljedicno
i za sirovinama te povrsinama potrebnim za njenu
proizvodnju. Prema dostupnim podacima, uzgoj
stoke uzrokuje emisiju 15 % staklenickih plinova
koji su prepoznati kao katalizator globalnog zagri-
javanja. Oko trecine ledom nepokrivenog kopna
planete te oko 16% zaliha slatke vode namjenjeno
jeuzgoju stoke. Ovakav trend posljednjih nekoliko
desetljeca doveo je do pojave neZeljenih ucinaka,
posebno na okolis, a potaknuo je i eticka razmislja-
nja o dobrobiti Zivotinja uzgajanih na farmama.
Odsumljavanje krajolika radi sijanja monokultu-
ra za prehranu Zivotinja erodira tlo, kontaminira
okolis pesticidima i nitratima te dokida ekolosku
raznolikost (Foley i sur., 2011., Springmann i sur.,
2018.). Osim navedenog, prekomjerno koristenje
antibiotika u stocarstvu potice razvoj rezistentnih
bakterija te prijeti zdravlju kako Zivotinja tako i ljudi
(Many-Loh i sur., 2018.). Nadalje, postoji opasnost
i od pojave novih zoonoza kao posljedice kontak-
ta Covjeka s oboljelim Zivotinjama u prenatrpanim
farmama. U skretanju s ocito fatalnog puta kojim
je stocarstvo krenulo unazad nekoliko desetlje-
Ca, svjetska zajednica oslanja se na dva strates-
ka plana UN-a iz 2015. godine: Pariski sporazum o
klimatskim promjenamai Agenda 2030 (www.unfc-
cc.int). Njima se potice razvoj ekoloski prihvatljive
i resursno odrzive poljoprivrede. Temelj proved-
be ovih planova su nacela permakulture tj. sprega
integrativne poljoprivrede i primjene obnovljivih
izvora energije, dok uspjeSnost njihove provedbe
pored pedo-klimatskih, ovisi i o socio-ekonom-
skim prilikama podrucja. NazZalost, nepredvidivost
svjetskih zbivanja, primjerice pojava panedmijeili
geopoliticke nepovoljnosti neodredenog trajanja,
mogu narusiti pravovremeno i ujednaceno dostiza-
nje ciljeva zacrtanih globalnim i nacionalnim stra-
teskim planovima.

TeZiSte ovog rada je prikazati najnovija
dostignuéa u tehnologiji proizvodnje mesa i mlije-
ka, odnosno njihovih nadomjestaka pomocu kultu-
re zivotinjskih stanica. Primjena kulture Zivotinjskih
stanica sastavni je dio suvremene biotehnologije
jos od 50-ih godina proslog stoljeca i njeni proizvo-
di daju nemjerljivdoprinos farmaceutskoj industriji
i biomedicini (Vermaisur.,2020.). Temelj tehnologi-
jejeuzgojstanicaizoliranih iz razlicitih Zivotinjskih
tkiva i prilagodenih na uvjete koji im omogucu-
ju normalan rast izvan njihove prirodne sredine.
Stanice koje se koriste najcesce su naknadno gene-
ticki izmjenjene kako bi se potaknulo ili pospjesi-
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lo dobivanje Zeljenih proizvoda, a koje uglavhom
¢ine rekombinantni proteiniivirusna cjepiva. Proi-
zvod tehnologije mogu biti i same stanice koje se
primjenjuju u terapiji mati¢nim stanicamaiili u tkiv-
nom inZenjerstvu. Znatan napredak ove tehnolo-
gije te sve vecda osvjestenost potrosaca o etickim
i ekoloskim manjkavostima uzgoja Zivotinja, pota-
knuo jeistraZivanjairazvojnovih proizvoda, naro-
Cito hrane. Pritom se nastoji minimalizirati ili posve
izbjeci postupci ciljane modifikacija genoma stani-
ca koje se koriste. Prema nasem saznanju, ovo je
prvi rad na hrvatskom jeziku koji daje pregled
proizvodnje nadomjestaka mesa i mlijeka pomo-
Cu kulture stanica.

Stanicna poljoprivreda

U posljednjih desetak godina kao alterna-
tiva globalnim agendama odrZive poljoprivrede
pojavljuje se tehnologija kojom se hrana i drugi
poljoprivredni proizvodi ne dobivaju iz uzgojnih
Zivotinja ili usjeva, ve¢ pomodu kulture stanica
(Zivotinjskih, biljnih ili mikrobnih). Oslanjajudi se
na nacela tradicionalne biotehnologije poveca-
va se ponuda novih vrsta proizvoda koji kvalite-
tom postaju sve slicniji, ili Cak bolji u usporedbi sa
svojim preteCama. Naziv ove tehnologije je stani¢na
poljoprivreda (SP), Sto je doslovan prijevod engle-
ske inacice cellular agriculture. Velika prednost SP
je neovisnost proizvodnje o tlu, klimi i bolestima.
Takoder, radi se o tehnologiji visokog iskoriSte-
nja, tj. pretvorba sirovina u proizvod daje manje
nusproizvodaili otpada za zbrinjavanje nego tradi-
cionalni postupci proizvodnje. Proizvodi SP mogu
se svrstati u dvije skupine: proizvodi sai bez stani-
ca (engl. cellular and acellular products) (slika 1).

Trenutno najznacajnijii stru¢njacima najiza-
zovniji proizvod SP koji sadrZi stanice ima neobic-
no mnogo naziva na engleskom jeziku: cultured
meat, clean meat, lab meat, in vitro meat, artificial
meat, no-kill meat itd. od kojih se najviSe koristi
prvi navedeni. Zato u ovom radu autori dogovorno
koriste izraz kultivirano meso. Radi se o prehram-
benom proizvodu koji se promovira, a primjeri-
ce u Singapuru od prosinca 2020. godine i prodaje
kao zamjena za meso i mesne preradevine. Sastoji
se uglavnom od misiénih i masnih stanica te neke
vrste veziva, odnosno nosaca za stanice. O ovoj
vrsti proizvoda bit ¢e vise rijeci u nastavku teksta.
Odredeni kozmeticki proizvodi za njegu koZe u
svom sastavu sadrZe cijele stanice. Radi se o matic-
nim stanicama biljaka koje sadrZe spojeve s regene-
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Slika 1. Prikaz glavnih skupina proizvoda stani¢ne poljoprivrede
Figure 1 Main types of products of cellular agriculture

rativnim djelovanjem i koje se nakon uzgoja osuse
pa dodaju u kozmeticke pripravke (Georgievisur.,
2018.). IstraZivaci u Finskoj nedavno su od bioma-
se osuSenih stanica uzgojenih in vitro, a izdvojenih
iz lista kavovca, proizveli napitak koji senzorski i
djelovanjem nalikuje kavi (Eibli sur.,2018.) U skupi-
nu proizvoda sa stanicama spadaju i proizvodi od
materijala koji nalikuju Zivotinjskoj koZi. Dobiva-
ju se obradom micelija kultiviranih gljiva, a kori-
ste uizradi odjece te u kombinaciji s pamukom kao
prirodni materijal za pakiranje (Papp i sur., 2017.,
Holtisur.,2012.).

Prirodni proizvodi koji u sebi ne sadr-
Ze stanice, ili tzv. acelularni proizvodi, u tehno-
loSkom smislu nisu neka novost. Naime, znatan
broj istih proizvodi se ve¢ desetljec¢ima kontrolira-
nim biotehnoloskim postupcima u velikom mjeri-
lu, poput hrane i pi¢a dobivenih fermentacijom,
raznih lijekova dobivenih biokonverzijom spojeva
ili virusnih cjepiva dobivenih infekcijom kultivira-
nih stanica. Medutim, kad se govori o proizvodima
bez stanica u podrucju SP, onda se misli na analo-
ge proizvoda koji se tradicionalno dobivaju stocar-
stvom, poljodjelstvom i sl. Neki od tih zamjenskih
proizvoda isticu se na trzistu oznakom da ne sadrze
sastojke Zivotinjskog porijekla (engl. animal prote-

in-free food, animal-free fashion). Objema skupi-
nama acelularnih proizvoda zajednicko je da ih se
nizom separacijskih postupaka odvaja od stanica
koje su ih proizvele. Jedan od najsloZenijih acelu-
larnih proizvoda SP je mlijeko, odnosno njegovi
nadomjestci. Najranije razvijeni postupci teme-
ljili su se na biotehnoloskoj proizvodniji proteina
mlijeka, kazeina, albumina i laktoferina, pomocu
geneticki modificranih stanica kvasca. Procisceni
proteini zatim se pomijesaju s laktozom, lipidima i
drugim dodacima te se izraduju razli¢ite formulacije
mlije¢nog napitka (Hettinga i Bijl, 2022.). Najnovija
acelularna tehnologija proizvodnje nadomjestaka
mlijeka, o kojoj Ce biti vise rijeci kasnije, ukljucu-
je uzgoj in vitro epitelnih stanica vimena koje daju
proizvod sastava slicnog prirodnom mlijeku. Prote-
in kokosjih jaja, tzv. ovalbumin, proizvodi se slic¢-
nom tehnikom uz primjenu rekombinantne DNA u
stanicama kvasca ili micelijima gljiva (Diwan i sur.,
2021.). Razne kemikalije biljnog porijekla tzv. fitoke-
mikalije imaju znacajnu ulogu u kozmetici, farmace-
uticii pripremi hrane. One se tadicionalnoizoliraju
izbiljaka samoniklih u prirodiili uzgojenih na plan-
taZzama. Primjenom tehnologije SP, nema potrebe
za trazenjem, sjetvom niti Zetvom biljaka, vec se
koriste biljne maticne stanice koje se uzgajaju in
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vitro te potom podvrgavaju ekstrakciji. Dobiveni
ekstrakti se prociS¢avaju te se iz njih izdvajaju Zelje-
ni kemijski spojevi (Eibli sur.,2018.). Neki proizvodi
biljaka, poput vanilina, mogu se dobiti i biokonver-
zijom pomocu bakterija (Chauveisur.,2017.). Treca
skupina proizvoda koji ne sadrze stanice su bioma-
terijali Cija je primjena u rasponu od medicine do
tekstila. Radi se prirodnim polimerima, celulozi i
fibroinu svile, koji se umjesto iz biljnog materijala
odnosno kukuljice dudova svilca mogu dobiti gene-
ticki modificiranim bakterijama uzgajanim narela-
tivno jeftinom supstratu (Mohammadi i sur. 2019.,
Wang i sur. 2019.). Broj acelularnih proizvoda je u
stalnom porastu.

Proizvodnja in vitro nadomjestaka mesa
Svjetska potrosnja mesa posljednjih pola
stoljeca kontinuirano raste pa ga i proizvodnja slije-
di u stopu (Ritchie i Roser, 2017.). Preko 90 % mesa u
javnoj potrosnji dolazi iz sustavnog uzgoja (farme,
uzgajalista) gdje Zivotinje obitavaju u neprirodnim
uvjetima i programirano se hrane kako bi dosti-
gle pozZeljnu veli¢inu do klanja. Cesto je na trzistu
prisutna potraznja samo za odredenom vrstom
mesa pa se dogada da viSe od 30 % trupa Zivoti-
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nje zavrSava kao otpad (Van Eenennaam i Werth,
2021.). Ekoloski rizici koji prijete zbog uzgoja Zivo-
tinja kaoi proizvodnje krmiva spomenuti su u pret-
hodnom poglavlju. Sve navedeno je razlog zbog
cega tehnologija proizvodnje kultiviranog mesa,
iako jo$ u ranoj fazi, dobiva sve veci globalni znacaj.
Trenutno se proizvodnjom kultiviranog mesa bavi
vec pedesetak tvrtki diljem svijeta koje su vecinom
pocele kao start-up tvrtke. Dio njih osim pogona za
proizvodnjuimaju i vlastite restorane za konzuma-
ciju kultiviranog mesa. Za sada su dostupni proizvo-
di od govedine, svinjetine, peradi, lososa i tune, te
kozica. Neke tvrtke pokrenule su proizvodnju kulti-
viranog mesa divljih Zivotinja radi zastite izlovljava-
njem ugroZenih vrsta (Vow i Mogale Meat). Drugima
je pak glavni proizvod Zivotinjska mast iz lipocita
koja je pogodna za pripremu hrane (CubiQ Foods
i Mission Barns) (Kyle i sur., 2020.). Prvi proizvod
od kultiviranog mesa bio je nalik kosanom odre-
skuijavno je predstavljen 2013. godine. Nastao je
na SveuciliStu u Maastrichtu, nakon dvije godine
uzgoja i slaganja vrpci od govedih misi¢nih vlaka-
na, a vrijednost mu je iznosila oko 300.000 USD. Za
usporedbu, sli¢an proizvod koji danas nudi sveu-
CiliSna spin-off tvrtka Mosa Meat ima cijenu oko 10

Maticne stanice

Miociti

Miosateliti
Adipociti |

Umnozavanje
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Slika 2. Pregled postupka proizvodnje kultiviranog mesa pomocu Zivotinjskih stanica
Figure 2 Production process of cultured meat with animal cells
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USD Sto jasno ukazuje na strelovit napredak tehno-
logije. Pored visoke cijene, najraniji proizvodi imali
suidruge nedostatke, narocito senzorske prirode.
NajviSe primjedbi odnosilo se na pretjeranu suhocu
i loSu konzistenciju proizvoda. Medutim, kombina-
cijom misi¢nih i masnih stanica dobilo se na so¢no-
sti proizvoda. Zadovoljavajuca struktura, Zilavost
te oblik proizvoda postignuti su koristenjem nosa-
Ca za prihvadanje stanica. Dodatak biljnih proteina
(i do 30%) takoder moze poboljsati kvalitetu proi-
zvoda. Kultivirano meso najcesce se prodaje kao
mesne okruglice, popecci ili burgeri te kobasice.
Izraelske tvrtke MeatTech 3D i Aleph Farms razvi-
jaju primjenu tehnologije 3D-ispisa stanica u poli-
mernom matriksu kako bi proizvod imao svojstva
odreska. Pored miSi¢nih i masnih stanica u sastav
ukljucuju i stanice vaskularnog endotela. Proizvo-
daci koji koriste riblje stanice uspjeli su izraditi
analog vrlo nalik prirodnom tkivu pogodnom za
pripremu jela poput sushija (Wildtype Foods i Finle-
ss Food).

Tehnicki, proizvodnja kultiviranog mesa
zapocinje izolacijom matic¢nih stanica (MS) iz tkiva
Zivotinje, najcesce biopsijom (Slika 2). Ove stanice
koriste se zato jer posjeduju potencijal rasta i dife-
rencijacije koji su specijalizirane stanice iz tkiva
izgubile. Postoji viSe izvora MS. Jedan je miSi¢no
tkivo u kojem se nalaze miosateliti, vrsta progeni-
tornih stanica od kojih nastaju miotubuli, preteca
miSi¢nih vlakana. Nazalost u tkivu nema mnogo
miosatelita, aimaju i manji potencijal diferencijacije
uodnosu nadruge MS. Zbog toga stru¢njaci najra-
dije poseZu za embrionalnim ili mezenhimskim MS.
| jedne i druge diferenciraju u razlicite vrste stani-
ca, patakoiu misi¢ne (miotubuli) i masne (lipociti)
stanice. One se mogu uzgojiti u vecoj koliCini i spre-
miti u banke stanica Sto onda osigurava dugoro¢nu
zalihu, bez potrebe za novim biopsijama. Primjena
induciranih pluripotentnih MS je takoder moguca,
ali ona ukljucuje geneticku modifikaciju vec specija-
liziranih stanica radi vracanja potencijala diferenci-
jacje pa se stogaizbjegava. Nakon izolacije MS, prvi
korak je osigurati potrebnu koli¢inu stanica uzgo-
jem in vitro u hranjivom mediju. Potom se nadzira-
ni uzgoj stanica prebacuje u sustave veceg mjerila
(bioreaktor) pri ¢emu se stanice zasijavaju na poro-
zneilivlaknaste nosace (engl. scaffold) Ciji struktu-
ra i oblik odreduju svojstva konacnog proizvoda.
Tu najprije slijedi diferencija MS do tzv. miotubula
za Sto se koristi nekoliko protokola. Najcesce se u
hranjivi medij dodaju spojevi regulatori rasta tzv.
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citokini koji programirano usmjeravaju diferencija-
ciju stanica. Nesto sloZenija, ali uinkovitija je tzv.
kondicijska aktivacija ektopi¢ne ekspresije tran-
skripcijskih faktora u samim MS (Post i sur., 2020.).
Sastav hranjivog medija je jedan od najkriti¢nijih
elemenata uzgoja stanica. Naime radi bolje stanic-
ne proliferacije medij mora sadrZavati fetalni teleci
serum, derivat krvi bogat biokemijskim signalima,
Sto pomalo obesmisljava eticku komponentu cijele
tehnologije. Da bi seizbjegla ova zavrzlama, inten-
zivno se radi na formulacijama medija bez seru-
ma, koji su, medutim, znatno skuplji. Domisljatu
alternativu predlaZe japanska tvrtka IntegriCultu-
re nudedi sklopove za kokultivaciju razlicitih vrsta
stanica koje proizvode signalne molekule namje-
njene prihranjivanju stanica mesa u srediSnjem
bioreaktoru. Sljedeca faza proizvodnog postup-
ka je osigurati uvjete u kojima ¢e miotubuli srasti
u misi¢na vlakna slicna onima u prirodnom tkivu.
Pritom vaznu ulogu ima vrsta nosaca na kojima
stanice rastu. Najcesce se radi o hidrogelovima od
sintetskih ili prirodnih polimera poput alginata,
biljne celulozeili hitina gljiva koji se posveili djelo-
micno razgraduju kako ih stanice obrastaju. Poticaj
za razvoj misi¢nih vlakana na nosacdima postizZe se
fizickom ili elektricnom stimulacijom koja pospje-
Suje sintezu miozina i aktina, dva proteina klju¢na
za elasti¢nost vlakana (Post i sur. 2020.; Tuomisto
2019.). Uobicajene tehnike uzgoja ukljucuju regu-
lirano strujanje hranjivog medija u bioreaktoru i/
ili rastezanje nosaca sa stanicama, odnosno stva-
ranje blagog elektricnog polja (Khodabukus i sur.,
2019.). Unos lipocita u proizvod moze se provesti
za vrijeme uzgoja stanica u bioreaktoru ili tijekom
zavrSne obrade proizvoda kao dodatak agregiranih
liopcita ve¢ uzgojenim misi¢nim vlaknima. U kona-
¢an proizvod dodaju se prirodne arome te proteini
i lipidi biljnog porijekla. Ekstrudirani proteini nekih
uljarica, dobiveni kao nusproizvodi tehnologije ulja,
koriste se i kao nosaci za prihvacanje i uzgoj stanica
(Ben-Aryeisur.,2020.). Proizvodaci esto sami nala-
ze rjeSenja i stvaraju protokole prilagodene speci-
ficnim zahtjevima proizvodnog postupka. Bitna
prednost ove tehnologije je moguc¢nost odredivanja
hranjivog sastava proizvoda, posebno udjela prote-
ina, mastiivitamina (B_,), Sto daje potrebnu fleksi-
bilnost u zadovoljavanju ukusa potrosaca. Takoder,
u kultiviranom mesu nema parazita te je manje
podloZno mikrobioloskom kvarenju s obzirom na
sterilne uvjete proizvodnje skoro do posljednjeg
koraka (Guan i sur., 2021.). Medutim, ovakav proi-
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zvod imainedostataka. Analiza kultiviranog mesa
pokazala je da misi¢na vlakna ne nalikuju prirod-
nim jer su slabije razvijena i nejednako ispruzena.
Takoder, moguc je manjak nekih nutritivno bitnih
sastojaka koji se prirodno ne proizvode u misi¢cnom
tkivu poput kreatinaili taurina (Fraeyei sur., 2020.).
Sto se ti¢e konzistencije i okusa, postoje jos neke
manjkavosti koje bi se mogle izbjeci primjenom in
vitro proizvedenih kosti i krvi, bududi da tehnike
proizvodnje ta dva tkiva vec postoje (Pirosa i sur.,
2018., Zhou i sur. 2020.). Cinjenica s kojom se zasad
slazu svi strucnjaci je da se identicna kombinaci-
ja sastava, okusa i hranjivosti ,,prirodnog“ mesa
vjerojatno nikad nece modi stvoriti in vitro. Ako je
to doista tako i k tome manje relevantno u odnosu
na mantru o potrebi za odrZivom opskrbom covje-
¢anstva nutrijentima Zivotinjskog porijekla, cemu
onda sav ulozeni trud u slozene in vitro postupke?
MoZda bi jednostavnije bilo proizvesti Zivotinjske
proteine standardnim fermentacijskim tehnologi-
jama pomocu mikroba (Fraeye i sur., 2020.).

Proizvodnja in vitro nadomjestaka mlijeka
Zbog promjenjenog nacina ishrane, struc-
njaci predvidaju da ¢e se do 2050. potrosnja mlije-
ka i mlije€nih preradevina u svijetu udvostruciti
u odnosu na 2000. godinu. Medutim, slicno kao i
kod uzgoja Zivotinja radi mesa, stocarstvo usmje-
reno prema proizvodnji mlijeka sve se vise proma-
tra kroz prizmu neodrZivosti. Razlozi su prije svega
ekoloski. U ekonomskom smislu, mlijeko je jako
osjetljiv proizvod jer nastaje prirodnim procesom
na koji ne moZze utjecati trziSna cijena. Drugim rije-
¢ima, unato¢ povremenoj neprofitabilnosti, Zivo-
tinje svakodnevno proizvode mlijeko, koje farmer
mora na neki nacin zbrinjavati (Guzman-Luna i
sur., 2021.). Zbog navedenih razloga, ali i tehnika
koje pruza suvremena biotehnologija, raste zani-
manje za razvoj postupka dobivanja ,mlijeka bez
krava“. Proizvodnja mlijeka u mlije¢nim Zlijezdama
je elegantno ureden proces koji pretvara nutrijente
izmajcinog organizma u hranu za dojence. Unato¢
razlikama u kolicini i sastavu mlijeka medu sisav-
cima, fizioloski put njegova nastanka je vrlo ujed-
nacen. Tijekom graviditeta stanice za proizvodnju
mlijeka, nazvane epitelne stanice mlijecnih Zlijez-
da (ESMZ), po&inju se ubrzano umnoZavati. Nakon
poroda, biokemijski signali u majcinoj krvi daju
znak za pocetak laktacije, tj. proizvodnju i lucenje
mlijeka. Kulture EMSZ koriste se veé desetlje¢ima
u znanstvene svrhe za istraZivanje lijekova i fizio-
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logije (Tsugamiisur.,2020.; Sumbalisur.,2021.) Do
danas su uspostavljene primarne kulture ESMZ svih
zamlije¢nu industriju znacajnih vrsta te ovjeka (Xu
isur.,2021.). Tvrtka BioMilk iz Izraela razvija tehno-
logiju koridtenjem ESMZ uzetih biopsijom iz vimena
krava, koza, ovaca i deva, dok stru¢njaci americ-
ko-singapurske tvrtke TurtleTree koriste Zivotinjske
MS koje u kulturi in vitro diferencijaciju u ESMZ. Na
razvoju proizvodnje ljudskog mlijeka specijalizira-
le su se tvrtke Wilk i BiomilQ. U ovom slucaju stani-
ce odvojene od epitela tijekom dojenja prikupljaju
se iz mlijeka, ili se izoliraju iz tkiva nakon kirurskih
zahvata smanjenja grudi.

Nakon izolacije i umnoZavanja ESMZ, te
neophodnog koraka diferencijacije ako se koriste
MS, kultura stanica se postavlja u bioreaktor gdje
zapocinje proizvodnja mlijeka (Slika 3). Pritom se
hranjivi medij za uzgoj stanica obogacuje signalnim
molekulama koje poticu stani¢nu proliferaciju te
sintezu komponenti mlijeka. Od signalnih molekula
koristi se hidrokortizon te rekombinantno dobive-
niinzulin, epidermalni Cimbenik rastai prolaktin. S
obzirom da se proizvod, tj. mlijeko izlu€uje iz ESMZ,
ne smije se dozvoliti njegovo mijesanje s hranjivim
medijem. Zbog toga tvrtka BiomilQ koristi specific-
ni tip bioreaktora tzv. membranski bioreaktor sa
Supljim vlaknima (Gaurina Sréek i sur.,2016.). On se
sastoji od snopa kapilara kroz koje protjece hranjivi
medij, a oko kojih konfluentno rastu ESMZ. Stijen-
ke kapilara su mikroporozne i kao takve selektiv-
no propustaju hranjve tvari stanicama. U prostor
izmedu ESMZ nakuplja se proizvedeno mlijeko koje
se postupno izdvaja iz bioreaktora. Ovako dobiven
proizvod sadrZi skoro prirodnu koli¢inu beta-kazei-
na, triglicerida te laktoze i niza oligosaharida. Tako-
der, u njemu se nalaze sloZzene micelarne strukture
koje ne mogu nastati bez stanica te ih stoga nema
u uobicajenim dojenackim pripravcima (formule)
(AmbroZej i sur., 2021.). Nedavne analize pokaza-
le suda analog mlijeka nastao in vitro ipak ne sadr-
Zi bas sve sastojke prirodnog mlijeka Ciji se sastav
ionako mijenja tijekom razdoblja laktacije (Bouti-
naud, i sur., 2015.). Primjerice u njemu je manjak
nekih proteina, nema majcinih imunoglobulina
ni mikrobiote, medutim naknadna suplementaci-
ja proizvoda do pozeljnog sastava u tehnolosSkom
smislu ponekad je prednost. S obizorom da se radi
o acelularnom proizvodu, postoji manje regula-
tornih prepreka da se genetic¢kim inZzenjerstvom
modificiraju stanice u smjeru poboljSanja sasta-
va mlijeka. Pojacavanje ili stiSavanje ekspresije
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Slika 3. Pregled postupka proizvodnje nadomjestka mlijeka pomocu Zivotinjskih stanica
Figure 3 Production process of milk analogue with animal cells

odredenih gena u kulturi ESMZ moZe promijeniti
udio laktoze i nekih proteina (Zhang i sur., 2020.).
Novim prilagodenim sastavom proizvoda moguce
je povoljno utjecati na njegovu hranjivost i ucinak
na zdravlje potrosaca (Carrisur.,2021.). Tvrtke koje
razvijaju tehnologiju isti¢u da Ce za pocCetak svoje
proizvode promovirati kao nadomjestak maj¢inog
mlijeka, primjerice za dojencad koja je usvojenaiili
koje majke iz medicinskih razloga ne mogu dojiti.
Ovisno o uspjehu na trzistu, planira se Sirenje pale-
te proizvoda na fermentirane preradevine poput
siraijogurta. U svakom slucaju, nazivanje nastalih
analoga vrlo e vjerojatno biti ograni¢eno pravili-
ma regulatornih institucija kao Sto je to u SAD i EU
provedeno za napitke na bazi biljaka poput soje i
badema.

Lakljudak

Nove tehnologije donose nove navike, mije-
njaju obicaje i zato su oduvijek dijelile javnost na
zagovornike i protivnike. Poljoprivredu, kao primar-
nu gospodarsku djelatnost, napredak nikad nije
zaobilazio, narocito u posljednjih stotinjak godi-
na, pocevsi od uvodenja mehanizacije pa do tzv.
GMO proizvoda. Najvaznija uloga poljoprivrede je
proizvodnja hrane, naseg bioloskog goriva. To je
tvar koju unosimo u tijelo, ne samo da bismo Zivje-

li, nego da bismo u njoj uzivali. Kad u nesto tako
osobno zadire vecini javnosti nejasna moc tehno-
logije, postaju razumljivi proboji straha i otpora.
Javnost stoga ne treba podcjenjvati, vec je, oslus-
kujuci joj stavove, educirati i s njom komunicirati,
te joj dati podlogu i vremena za donoSenje odluke.
Medutim prema FAQ, €ini se da vremena basinema-
mo. Do 2050. bit ¢e nas skoro deset milijardi, te ako
ne promijenimo nacine proizvodnje i distribucije
hrane, ekosustavi kakve znamo mogli bi nepovrat-
no nestati.

Na prihvacanje novih tehnologija, pored
drustvenih, utjecu i ekonomski parametri. Razvoj
proizvodnje nadomjestaka mesa i mlijeka in vitro
logican je civilizacijski doseg temeljen na potenci-
jalima postojecih tehnologija. Tvrtke koje se njime
bave trenutno koriste relativno male proizvodne
sustave. S obzirom da vecina tih tvrtki joS nema
dozvolu za stavljanje proizvoda u Siroku potrosnju,
dobrim dijelom oslanjaju se na financijske potpore i
ulaganja. Modeli temeljeni na njihovim tehnoloskim
bilancamai tzv. analize Zivotnog cikliusa proizvoda
ukazuju na dugoro¢nu odrZivostiisplativost postu-
paka kojima se koriste (Good Food Institute, www.
gfi.org). Dodatna prednost in vitro tehnologije je i
neuvjetovanost proizvodnje geografskim podne-
blijem. Stovise, preporuduje se za dobivanje hrane
na nasim bududim putovanjima u svemir. OcCito je
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da vizija postoji, no put do uspjeha jos je dugineiz-
vjestan. Uvjete koje na tom putu valja zadovoljiti
opSirno su opisani u recentnom preglednom radu
Chriki i Hocquett (2020.). Autori isticu da postup-
ci in vitro proizvodnje hrane moraju postati ucin-
koviti, pouzdani te laki za provodenje, a preneseni
u vece mjerilo (engl. scale-up) jednako provedivi i
isplativi. U¢inak in vitro postupaka na okolis mora
biti manje Stetan od ucinka kojeg imaju trenutno
prevladavajudi proizvodni postupci. Proizvodi dobi-
veni svakom novom tehnologijom moraju zadovo-
ljiti regulatorne norme zdravstvene ispravnosti.
Konacno, no ne manje bitno, potrosaci, uvjereniu
sigurnosti prednosti nove tehnologije hrane, mora-
ju pokazati spremnost za prihvacanje njenih proi-
zvoda. Cinjenica je da nadomjestci mesa i mlijeka
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Trends in Cell-based Production of Meat and Milk Analogues
Abstract

Increasing population means increased global food demand. Therefore we are facing a great
challenge in harmonizing the production of food with the need to reduce adverse environmental impacts
of expanding agriculture. The problem could be solved by adopting a new field in biotechnology known as
cellular agriculture. This agriculture can provide alternative manufacturing systems for many animal and
plant-based products. The products mimicking meat and milk, are a major target of a growing number
of start-up companies worldwide. These companies develop their technology relying on know-how from
tissue engineering and animal cell bioprocessing. Here we present an overview of the cell culture-based te-
chnologies for in vitro meat and milk analogues production. We also discuss the quality of the products as
well as the production requirements and sustainability.

Key words: cellular agriculture, biotechnology, cultured meat, milk analogue

Trends in der zellbasierten Produktion von Fleisch- und Milchanaloga
Lusammenfassung

Eine wachsende Bevolkerung bedeutet eine steigende weltweite Nachfrage nach Nahrungsmit-
teln. Daher stehen wir vor der groRen Herausforderung, die Produktion von Nahrungsmitteln mit der
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Notwendigkeitin Einklang zu bringen, die negativen Auswirkungen der expandierenden Landwirtschaft
auf die Umwelt zu reduzieren. Das Problem kdnnte durch die Einfiihrung eines neuen Zweigs der Bio-
technologie, der sogenannten zellularen Landwirtschaft, gelost werden. Diese Landwirtschaft bietet
alternative Herstellungssysteme fiir viele tierische und pflanzliche Produkte, die heutzutage in der Vie-
hzucht und Landwirtschaft hergestellt werden. Fleisch und Milch sind zwei solcher Produkte; die Her-
stellung von deren Ersatzprodukten anhand der zellularen Landwirtschaft ist ein wichtiges Ziel zahlre-
icher Unternehmen weltweit. Diese Unternehmen entwickeln ihre Technologie auf der Grundlage des
Know-hows aus dem Tissue Engineering und der Bioprozessierung von tierischen Zellen. Hier geben
wir einen Uberblick tiber die zellkulturbasierten Technologien fiir die In-vitro-Produktion von Fleisch-
und Milchanaloga. Wir erértern auch die Qualitat der Produkte und die Nachhaltigkeit der Produktion.

Schliisselworter: zellulare Landwirtschaft, Biotechnologie, kultiviertes Fleisch, Milchersatz

L0s logros en Ia produccidn de sustitutos de carne y leche basada en células
Resumen

El aumento de la poblacién conduce a una mayor demanda de alimentos. Por eso es muy im-
portante abordar la armonizacion del aumento de la produccién de alimentos con la reduccion del im-
pacto nocivo sobre el medio ambiente que tiene la expansion global de la agricultura. Una nueva area
de la biotecnologia, llamada agricultura celular, podria ayudar a abordar este problema. La agricultu-
ra celular ofrece diferentes sistemas de produccion para muchos productos de origen animal y vegetal
que se obtienen hoy en dia por la ganaderia o la agricultura. La carne y la leche son dos de esos pro-
ductos, y la produccion de sus sustitutos mediante agricultura celular es el objetivo de un nimero cre-
ciente de empresas en todo el mundo. Desarrollan tecnologia basada en la experiencia adquirida en
ingenieria de tejidos y bioprocesos de células animales. En este articulo presentamos una descripcion
general de las nuevas tecnologias basadas en la cultivacion de los cultivos celulares para obtener in vi-
tro la llamada carne cultivada y los analogos de leche. También discutimos la calidad de estos produc-
tos y la sostenibilidad de su produccién.

Palabras claves: agricultura celular, biotecnologia, carne cultivada, sustitutos de leche

Progressi nella produzione dei succedanei della carne e del latte con [‘aiuto

dellagricoltura cellulare
Riassunto

Laumento della popolazione mondiale porta inevitabilmente ad un aumento della domanda
alimentare. Ecco perché e molto importante accompagnare "laumento della produzione alimentare
mondiale con la riduzione dell’impatto nocivo sull’ambiente che l'espansione globale dell’agricoltura
comporta. Una nuova area della biotecnologia, chiamata agricoltura cellulare, potrebbe aiutare a ri-
solvere questo problema. Lagricoltura cellulare offre diversi sistemi di produzione per molti prodot-
ti di origine animale e vegetale che oggi si ottengono dall’allevamento o dall’agricoltura tradizionali.
La carne eil latte sono due di questi prodotti, e la produzione dei loro analoghi mediante 'agricoltura
cellulare e l'obiettivo di un numero crescente di aziende in tutto il mondo. | loro sforzi si concentrano
intorno allo sviluppo di una tecnologia basata sull’esperienza acquisita nell’ingegneria tissutale e nei
processi cellulari animali. In questo articolo presentiamo una panoramica delle nuove tecnologie ba-
sate sull’agricoltura cellulare funzionali alla produzione degli analoghi della carne e del latte coltivati
in vitro. Discutiamo anche della qualita di questi prodotti e della sostenibilita della loro produzione.

Parole chiave: agricoltura cellulare, biotecnologia, carne coltivata, succedaneo del latte
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