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RESUMO 

 

 

Anormalidades no tempo de esvaziamento gástrico causam complicações que afetam 
a qualidade de vida em humanos e a cintilografia é o padrão ouro para este 
diagnóstico. Contudo sua aplicação é restrita devido ao uso do radioisótopo 99mTc. 
Uma alternativa a este método é o teste respiratório com isótopo estável do carbono. 
Este teste é um exame que não utiliza radioisótopos, não é invasivo e não possui 
contraindicação. Sua aplicação varia de acordo com o substrato utilizado, podendo 
ser empregado a microalga Spirulina platensis marcada com 13C ([13C]-Spirulina 
platensis). No Brasil, não há a produção desse substrato marcado e o seu alto custo 
dificulta a aplicabilidade do teste. Assim, neste trabalho foi produzida a [13C]-Spirulina 
platensis buscando melhor custo-benefício com a utilização do 13CO2 como fonte de 
13C. Foram realizados no total quatro cultivos, sendo dois sem marcação, que visavam 
avaliar a produção sem desperdiçar compostos marcados, e dois com marcação. No 
processo de produção, a microalga foi cultivada em biorreator com água deionizada, 
micronutrientes, macronutrientes e NaH13CO3, obtido através do 13CO2. O fotoperíodo, 
o pH, a temperatura e a agitação foram monitoradas, e após o cultivo, a microalga foi 
colhida, filtrada, lavada e seca. A produção média da biomassa nos cultivos foi de 2,17 
g de S. platensis. A média das produtividades desses cultivos ficou em 0,056 g(L.dia)-

1. A [13C]-Spirulina platensis foi analisada por espectrometria de massa de razão 
isotópica para determinação do enriquecimento isotópico no 13C que foi, em média, 
de 21,10%. O custo de produção da S. platensis marcada foi 40% menor do valor de 
compra por importação. Contudo, como o enriquecimento isotópico médio adquirido 
foi 21,10%, comparado a 97% da importada, o custo de produção da [13C]-S. platensis 
neste trabalho ficou 84% maior que uma mistura de mesmo enriquecimento isotópico 
utilizando-se [13C]-S. platensis importada e S. platensis natural. 

 

Palavras-chave: Spirulina platensis. Enriquecimento isotópico. 13C. Teste 
respiratório. Esvaziamento gástrico. Isótopos estáveis. 

 

  



ABSTRACT 

 
 
 
Abnormalities in the time of gastric emptying cause complications that affect the quality 
of life in humans and scintigraphy is the gold standard for this diagnosis. However, its 
application is restricted due to the use of the radioisotope 99mTc. An alternative to this 
method is the breath test with a stable carbon isotope. This test is an exam that does 
not use radioisotopes, is not invasive and has no contraindication. Its application varies 
according to the substrate used, and the microalgae Spirulina platensis labeled with 
13C ([13C]-Spirulina platensis) can be used. In Brazil, there is no production of this 
labeled substrate and its high cost hampers the applicability of the test. Thus, in this 
work, [13C]-Spirulina platensis was produced, seeking better cost-benefit with the use 
of 13CO₂ as a source of 13C. A total of four crops were carried out, two without labeling, 
which aimed to evaluate production without wasting labeled compounds, and two with 
labeling. In the production process, the microalga was grown in a bioreactor, with 
deionized water, micronutrients, macronutrients and NaH13CO3, obtained through 
13CO2. The photoperiod, pH, temperature and agitation were monitored, and after 
cultivation, the microalgae were harvested, filtered, washed and dried. The average 
biomass production in the crops was 2.17 g of S. platensis. The average yield of these 
crops was 0.056 g(L.day)-1. S. platensis labeled with 13C was analyzed by isotopic ratio 
mass spectrometry to determine isotopic enrichment in 13C, which was, on average, 
21.10% of abuncance. The production cost of the labeled S. platensis was less than 
40% of the purchase price per import (97% of abuncance). However, as the average 
isotopic enrichment acquired was 21.10%, compared to 97% of the imported one, the 
production cost of [13C]-Spirulina platensis in this work was 84% more expensive than 
a mixture, with the same isotopic enrichment, using imported [13C]-Spirulina platensis 
and natural Spirulina platensis.  

 

Keywords: Spirulina platensis. Isotopic enrichment. 13C. Breath test. Gastric 
emptying. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O esvaziamento gástrico (Gastric Emptying ou GE) é uma etapa importante 

para a digestão dos nutrientes ingeridos diariamente nas refeições. Desse modo, 

anormalidades no tempo de GE, retardado ou acelerado, podem causar problemas 

clínicos (HAUSER et al., 2016). Para diagnosticar essas anormalidades no tempo de 

GE, tanto na fase sólida quanto na fase líquida, o exame padrão-ouro é a cintilografia. 

Este teste faz a medição quantitativa do GE pelo rastreamento de uma refeição, 

marcada com o radioisótopo Tecnécio-99m (99mTc), que é servida ao paciente 

(BRUNO et al., 2013). O 99mTc é utilizado devido a sua meia-vida de aproximadamente 

6 horas com decaimento radioativo gama (MARQUES; OKAMOTO; BUCHPIGUEL, 

2001). Portanto, é um procedimento que ocorre com a ingestão de fonte radioativa 

não selada, acarretando em exposição radioativa (BRUNO et al., 2013). 

Diferentemente dos radioisótopos, os isótopos estáveis são mais seguros, 

porque não emitem radiações, e vem sendo utilizados em diversos procedimentos de 

diagnóstico clínico, principalmente em doenças gastrointestinais. A utilização de 

isótopos estáveis como biomarcadores, além de não restringir gestantes, lactantes e 

crianças, apresenta grandes vantagens na avaliação de vários processos metabólicos 

e fisiológicos em seres vivos (BRADEN, 2009). Para avaliação do GE com isótopos 

estáveis de Carbono utiliza-se o teste respiratório (13C-Breath Test) com um dos 

seguintes substratos marcados: [13C]-Spirulina platensis (13C-SpBT) ou o [13C]-Ácido 

octanóico (13C-OBT), ambos sendo adicionados a refeições nutricionalmente 

balanceadas (BRUNO et al., 2013; NGUYEN et al., 2013). Comparados ao exame 

cintilográfico, o 13C-SpBT e o 13C-OBT apresentam boa eficiência, porém o 13C-OBT 

só fornece os dados de GE de fase sólida enquanto que o 13C-SpBT fornece tanto os 
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dados de GE de fase sólida quanto os de fase líquida (BHARUCHA et al., 2013; 

BONFRATE et al., 2015; CHAPMAN et al., 2011; SZARKA et al., 2008). 

Para o 13C-SpBT, pode-se utilizar 50, 100 ou 200 mg de [13C]-S. platensis, 

enriquecida à 97% de 13C nos átomos de Carbono, adicionadas a uma refeição, 

servida junto de um copo com 180 mL de água (BHARUCHA et al., 2013; BONFRATE 

et al., 2015; CHAPMAN et al., 2011; SZARKA et al., 2008). Contudo, no Brasil, não há 

a produção da [13C]-S. platensis e ela somente é adquirido por importação, onerando, 

assim, a aplicabilidade do teste. 

O enriquecimento isotópico convencional da S. platensis com o 13C ocorre por 

meio da fotossíntese utilizando o bicarbonato de sódio marcado com 13C (NaH13CO3) 

em meio aquoso como fonte, onde a microalga assimila o 13C à sua biomassa durante 

o seu crescimento a partir do 13CO2  dissolvido no meio de cultivo (EVANS et al., 2009). 

Entretanto, o NaH13CO3 também possui custo elevado de importação, porém 34% 

menor e são necessários 3,51 g para produzir 1 g de [13C]-S. platensis (EVANS et al., 

2009). 

Por outro lado, o enriquecimento isotópico também pode ser realizado a partir 

do 13CO2, sintetizando o NaH13CO3 e produzindo a [13C]-S. platensis. Assim, usando 

o 13CO2, pode-se minimizar o custo do processo em 61%, sendo necessários 2 g de 

13CO2 para produção de 3,51 g de NaH13CO3, quantidade usada para produzir 1 g de 

[13C]-S. platensis (EVANS et al., 2009). 

Sendo assim o objetivo desse projeto é cultivar e enriquecer isotopicamente a 

S. platensis com o isótopo estável 13C a partir do 13CO2, avaliar sua qualidade para o 

13C-SpBT e o custo-benefício da sua produção. Este propósito pode facilitar o acesso 

a este substrato no Brasil. Além disso, caso a produção da [13C]-S. platensis seja 
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efetiva e com um baixo custo, a viabilidade deste produto será maior, possibilitando 

mais exames clínicos de GE menos invasivos, ou ainda para fins de pesquisa no 

diagnóstico de doenças, ou na eficácia de tratamentos, ou no metabolismo proteico 

(DEVI et al., 2018). 
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2. OBJETIVOS 

 

Cultivar e enriquecer isotopicamente a S. platensis com o isótopo estável 13C a 

partir do 13CO2. Avaliar o custo-benefício e o enriquecimento isotópico da [13C]-S. 

platensis cultivada a partir do 13CO2. 

 

 

  



14 
 

3. REVISÃO DE LITERATURA 

 

O GE é um processo fisiológico complexo, envolvendo a digestão, a absorção 

e, por fim, o transporte do conteúdo estomacal para o duodeno. Esse processo é 

mediado concomitantemente pelo sistema nervoso central, pelo sistema nervoso 

entérico e por peptídeos (hormônios ou neurotransmissores). Seu início se dá com a 

chegada do quimo vindo do esôfago para o estômago, gerando diversas distensões e 

contrações neste último. Em seguida, dependendo das interações neuronais ou 

hormonais recebidas nos quimiorreceptores do duodeno, o intestino delgado passa a 

controlar a taxa com que o estômago é esvaziado. Estas interações vão depender dos 

componentes alimentares ingeridos, dando continuidade aos processos de digestão, 

absorção e transporte no intestino delgado (HIRATA et al., 2007). 

Existem algumas anormalidades que atrasam o tempo de GE gerando diversos 

problemas clínicos. Dentre tais anormalidades pode-se citar a gastroparesia (GP), 

uma doença crônica, sintomática, gastrointestinal, caracterizada por GE retardado de 

sólidos alimentares com ou sem líquidos. Entre seus sintomas pode-se mencionar: 

dores abdominais, anorexia, saciedade precoce, deficiências de crescimento, perda 

de peso, náuseas, plenitude pós-prandial, inchaço, refluxo e vômitos (HAUSER et al., 

2016; KARAMANOLIS et al., 2007). Diabetes mellitus e vagotomia são os principais 

fatores orgânicos da GP. Quando não há causa orgânica aparente, GP é classificada 

como idiopática (KARAMANOLIS et al., 2007). 

Além das anormalidades que atrasam o tempo de GE, existem outras que 

aceleram o tempo de GE. Dentre essas pode-se citar a hipotensão pós-prandial 

(HPP), doença pouco compreendida que resulta de uma queda pós-prandial, ou seja, 
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pós-refeição, da pressão arterial que, por sua vez, pode levar o paciente a ter 

síncopes. Esta queda de pressão indica uma compensação inadequada do pool 

sanguíneo esplâncnico induzido pela alimentação (TRAHAIR; HOROWITZ; JONES, 

2015). Estudos indicam que a prevalência da HPP é de 25% a 40% entre pessoas que 

precisam de cuidados especiais em casa, isto é, de cuidadores e/ou enfermeiros; e 

pode chegar a 91% entre pacientes geriátricos hospitalizados (TRAHAIR; 

HOROWITZ; JONES, 2014). 

Outra doença relacionada ao esvaziamento gástrico acelerado é a síndrome de 

Dumping (DS). A DS pode ser descrita como o rápido trânsito do quimo pelo 

estômago. Sua ocorrência está mais ligada à ingestão de líquidos do que a ingestão 

de sólidos somente. Entre seus sintomas podem estar: fraqueza, fadiga, dispneia e, 

se for grave, hipotensão e desmaios (BERG; MCCALLUM, 2016). Além disso, a DS 

atinge metade dos casos pós-gastrectomias parciais, sendo a mais comum das 

síndromes pós-gastrectomias (LOSS et al., 2009). 

Para detectar tanto o esvaziamento gástrico acelerado como o esvaziamento 

gástrico retardado, o exame padrão-ouro, ou seja, o exame referência, é a cintilografia 

utilizando câmara gama. Este exame pode verificar: o tempo de esvaziamento gástrico 

de uma refeição líquida e sólida, a distribuição intragástrica de alimento, e a 

quantidade de alimento que deixa o estômago em um determinado período de tempo 

(FRIED, 1994). Estes dados são coletados através de imagens geradas, durante 4 

horas, por sinais recebidos da câmara gama que, por sua vez, recebe radiação da 

refeição marcada com o radioisótopo 99mTc, em doses que variam entre 0,5 mCi, 1 

mCi, 2 mCi ou 5 mCi (18,5 MBq, 37 MBq, 74 MBq ou 185 MBq),  previamente servida 

ao paciente (BHARUCHA et al., 2013; FACCIN, 2018; NGUYEN et al., 2008; URBAIN 

et al., 1993). 
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Nos últimos 50 anos, o 99mTc vem sendo amplamente utilizado em clínicas de 

medicina nuclear para diagnósticos de várias doenças ou disfunções de órgãos e 

sistemas humanos. Esta vasta utilização se deve às características do radioisótopo 

como: meia-vida de 6,01 horas; decaimento por emissão de radiação gama pura, com 

fótons de 140 keV; e praticidade na obtenção do radioisótopo a partir de um sistema 

gerador de Molibdênio-99/Tecnécio-99m (99Mo/99mTc) (MARQUES; OKAMOTO; 

BUCHPIGUEL, 2001). O 99mTc combinado às refeições pode vir conjugado de 

diferentes formas conhecidas como radiofármacos: 99mTc-albumina coloidal, 99mTc-

enxofre coloidal e 99mTc-estanho coloidal. As refeições mais utilizadas são: duas fatias 

de pão de forma torradas e claras de ovos com geleia de morango, para exames de 

esvaziamento gástrico de sólidos; ou 1 L de leite ou água, para exames de 

esvaziamento gástrico de líquidos. É um procedimento não invasivo, porém, devido 

ao uso de material radioativo, o número de repetibilidade de exames por pessoa é 

limitado, sendo que, para que seja feita a repetição do exame, é necessário um 

intervalo. Também devido ao uso de material radioativo, o procedimento é 

contraindicado no caso de mulheres em idade fértil, gestantes, lactantes e crianças. 

Além disso, a cintilografia só pode ser oferecida em departamentos de medicina 

nuclear, pois requer o uso de equipamentos de alto custo e pessoal de alta 

qualificação; o que pode restringir ainda mais sua utilização (BRUNO et al., 2013). 

Homologamente aos radioisótopos, ou seja, desempenhando as mesmas 

funções, só que, ainda, com a vantagem da segurança, devido ao fato de não 

apresentarem decaimento radioativo, os isótopos estáveis vêm sendo empregados 

em múltiplos procedimentos de diagnóstico clínico, majoritariamente em doenças 

gastrointestinais (BRADEN, 2009). A vantagem de sua utilização como biomarcadores 

é a segurança que não restringe gestantes, lactantes e crianças. Logo, os isótopos 
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estáveis apresentam grande importância na avaliação de vários processos 

metabólicos e fisiológicos (BRADEN, 2009), importância esta que também se estende 

ao campo da pesquisa, onde exames antigamente feitos com radioisótopos 

dificultavam a repetibilidade de experimentos; então, os isótopos estáveis também 

servem de ferramentas para fins de pesquisa (DIBAISE, 2001; EVENEPOEL et al., 

1998). 

Uma das aplicações dos isótopos estáveis na avaliação de processos 

metabólicos e fisiológicos é o teste respiratório com o isótopo estável de Carbono, o 

13C-BT. Este teste respiratório pode ser realizado em diversos locais e é um teste não 

invasivo, coletando apenas o sopro da respiração do paciente. Este sopro, analisado 

posteriormente em laboratório com o espectrômetro de massa de razão isotópica 

(IRMS) ou a espectroscopia de infravermelho (BHARUCHA et al., 2013; SZARKA et 

al., 2008), infere a razão isotópica do Carbono no dióxido do Carbono (13CO2/12CO2) 

da respiração (BRUNO et al., 2013). Por fim, pode-se demonstrar de forma qualitativa 

e semiquantitativa os processos metabólicos e fisiológicos do organismo (BRADEN et 

al., 2007). O 13C-BT pode ser aplicado para: a determinação do tempo de GE de fase 

sólida ou líquida; o diagnóstico da infecção pelo Helicobacter pylori; a determinação 

do tempo de trânsito orocecal; o diagnóstico da função do fígado ou do pâncreas; 

capacidade de assimilação de carboidratos; e verificação de proliferação bacteriana. 

Para o mesmo diagnóstico pode ser utilizado um ou mais substratos marcados com 

13C (BRADEN, 2009). 

Para determinação do tempo de GE (13C-GEBT) usa-se ou [13C]-Spirulina 

platensis (13C-SpBT) ou o [13C]-Ácido octanóico (13C-OBT), ambos sendo adicionados 

a refeições nutricionalmente balanceadas (BRUNO et al., 2013; NGUYEN et al., 

2013). No procedimento, o paciente deve estar em jejum de oito horas (sólidos e 
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líquidos) e deve ter seu sopro basal colhido no início do exame. Depois, é oferecida a 

refeição com [13C]-S. platensis (50, 100 ou 200mg) ou [13C]-Ácido octanóico (100mg). 

Após a refeição, dez sopros serão colhidos nos tempos: 0 minuto, 15 minutos, 30 

minutos, 45 minutos, 1 hora, 1 hora e meia, 2 horas, 2 horas e meia, 3 horas e 4 horas; 

totalizando 11 amostras que serão posteriormente analisadas em laboratório 

(SZARKA et al., 2008; WETZEL; FISCHER, 2005). Tanto o 13C-SpBT e o 13C-OBT já 

tiveram sua eficácia comprovada, sendo correlacionados ao exame cintilográfico. Uma 

diferença é que o 13C-OBT só fornece os dados de GE de fase sólida enquanto que o 

13C-SpBT fornece dados de GE de fase sólida e de fase líquida (BHARUCHA et al., 

2013; BONFRATE et al., 2015; CHAPMAN et al., 2011; SZARKA et al., 2008). 

A S. platensis (Domínio: Bacteria; Filo: Cyanobacteria; Classe: Cyanophyceae; 

Ordem: Oscillatoriales; Família: Microcoleaceae; Gênero: Arthrospira; Espécie: 

Arthrospira platensis) é uma cianobactéria, uma cianofícea, uma microalga azul-

esverdeada que é considerada apropriada para o consumo humano, sendo 

classificada como GRAS (Generally Recognized as Safe) pelo FDA (Food and Drug 

Administration). Ela também é considerada uma alga funcional, pois apresenta altos 

teores de proteínas (64-74%), ácidos graxos poli-insaturados, vitaminas, sais 

minerais, atividades hipolipidêmicas, anti-inflamatórias e antioxidantes; garantindo 

seu uso sem riscos à saúde (CIFERRI, 1983; COLLA et al., 2007; DENG; CHOW, 

2010a, 2010b; TOKUŞOGLU; ÜNAL, 2003). Atualmente, sua produção é feita com 

muitas finalidades: alimento para humanos, alimento para animais, produção industrial 

em larga escala para suprir ambas as finalidades anteriores, produção de energia por 

sua biomassa, controle da qualidade da água, entre outras (BARROS, 2010; HABIB 

et al., 2008; JIMÉNEZ et al., 2003). Ademais, estes cultivos já são feitos em todo o 

globo, como em países da Europa, Ásia, África, América do Norte e América do Sul 
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(JIMÉNEZ et al., 2003; KEBEDE; AHLGREN, 1996), mostrando que este cultivo é 

relativamente fácil; podendo até ser feito utilizando ureia (FENG; WU, 2006). 

Apesar destas facilidades e de todas as utilidades mencionadas acima, há um 

cultivo suscetível para a utilidade como substrato do 13C-SpBT. Para tal é necessário 

um cultivo que enriqueça isotopicamente a S. platensis com o 13C. Este 

enriquecimento pode ocorrer por meio da fotossíntese com 13CO2 segundo a reação:  

613CO2 + 12H2O → 13C6H12O6 + 6O2 + 6H2O; 

na qual a microalga assimila o 13C a partir do 13CO2 na sua biomassa (EVANS et al., 

2009). Entretanto, a assimilação direta do 13CO2 exigiria um sistema de vedação e 

inserção do gás muito sofisticado para evitar vazamentos e quantificar o volume de 

13CO2 inserido. Um método para assegurar que o 13CO2 não venha a ser 

desperdiçado, utiliza NaH13CO3 que é introduzido no meio de cultivo (EVANS et al., 

2009). Desta forma, o NaH13CO3 libera 13CO2 como se pode observar nas reações: 

NaH13CO3(s) + H2O(l)NaOH(aq) + H213CO3(aq); 

H213CO3(aq)H2O(l) + 13CO2(g). 

No entanto, o custo do NaH13CO3 também é alto (US$92,00 por grama, sem 

impostos de importação; disponível em: <https://shop.isotope.com 

/productdetails.aspx?itemno=CLM-441-PK>, acessado em: 04/11/2019). Outra 

alternativa seria produzir o NaH13CO3 a partir do 13CO2 diminuindo o custo da 

produção de S. platensis enriquecida isotopicamente com o 13C. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

O projeto foi dividido em três etapas. Na primeira etapa, foi estabelecido um 

sistema para produção da S. platensis. Para avaliar este sistema, a produção de S. 

platensis foi testada, em duplicata, sem compostos marcados com meio de cultivo 

específico dentro de uma estufa com variáveis controladas. Dessa forma, essa etapa 

visou avaliar a produtividade da S. platensis neste sistema, evitando o desperdício 

dos compostos marcados. Na segunda etapa, foi produzida, também em duplicata, a 

S. platensis nas mesmas condições de meio de cultivo e estufa fixados pela 

metodologia, mas dessa vez utilizando NaH13CO3 obtido a partir do 13CO2. Na terceira 

e última etapa foram avaliados o enriquecimento isotópico da S. platensis marcada 

produzida a partir do NaH13CO3 e o custo desta produção. 

 

4.1. Bicarbonato de sódio marcado 

O NaH13CO3 foi produzido em parceria com o Laboratório de Isótopos Estáveis 

(LIE) do Centro de Energia Nuclear na Agricultura (CENA) da Universidade de São 

Paulo (USP), Piracicaba. A produção foi baseada na reação mostrada a seguir, em 

reator de aço inoxidável sobre um agitador magnético (modelo MA085, marca 

MARCONI, São Paulo, Brasil) e com manômetro (Figura 1). 

NaOH(aq) + 13CO2(g) NaH13CO3(aq) 

O procedimento consistiu em colocar o hidróxido de sódio solubilizado em água 

deionizada dentro do reator (Figura 1). Depois de fechado o reator, foi realizado um 

vácuo para inserção posterior do dióxido de Carbono marcado, que foi inserido pelo 
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cilindro de 13CO2, carregado a 2,42 atm (0,245 MPa), 300 K, com volume interno de 

0,453 L, segundo dados fornecidos pelo fabricante, o que possibilitou, pela aplicação 

da equação de Clapeyron, (onde P x V = r x n x T) estimarmos 2 g de massa de 13CO2. 

O conjunto foi deixado para reagir por 48 horas, monitorando-se a pressão interna de 

acordo com o manômetro. A reação produziu o NaH13CO3 dissolvido em água. Dadas 

as 48 horas de reação, o produto foi colocado em uma bandeja de vidro e secado em 

estufa. Já seco, o NaH13CO3 foi raspado e pesado para avaliação dos resultados. 

 

 

Figura 1. Reator de aço inoxidável com manômetro, já conectado a um cilindro de 

13CO2; todos sobre um agitador magnético. 
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4.2. Meio de Cultivo 

O meio de cultivo foi fundamentado no meio Zarrouk (ZARROUK, 1966), que é 

o meio mais favorável para o crescimento do gênero Spirulina sp (J.P. PANDEY, AMIT 

TIWARI, 2010). Sua composição está descrita na Tabela 1 e foi obtida a partir da 

mistura dos componentes, deixando o NaH13CO3 por último (EVANS et al., 2009). 

Caso fosse realizado o enriquecimento isotópico a partir do NaH13CO3, este tem que 

ser utilizado na mistura. 

 

Tabela 1 Componentes para produção de 877,5 mL de meio de cultivo. 

Componentes Quantidade 

Água Deionizada 754,650 mL 

Mix de Metais 1,755 mL 

Fosfato Mono-Potássio 315,90 mg 

Nitrato de Sódio 2.158,60 mg 

Cloreto de Potássio 368,50 mg 

Cloreto de Sódio 877,50 mg 

Sulfato de Magnésio 175,50 mg 

Cloreto de Cálcio 35,10 mg 

Bicarbonato de Sódio 7.020 mg 

(Adaptado de EVANS et al., 2009) 

 

O Mix de Metais da Tabela 1 consiste na mistura de todos os componentes 

descritos na Tabela 2. Desta quantidade (17,55 mL) foi retirada a alíquota necessária 

ao meio de cultivo da Tabela 1 (1,755 mL). 
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Tabela 2 Componentes para produção de 17,55mL de Mix de Metais. 

Componentes Quantidade 

Água Deionizada 8,875 mL 

Sulfato de Zinco 1,97 mg 

Nitrato de Cobalto 0,39 mg 

Molibdato de Sódio 0,22 mg 

Sulfato de Cobre 0,71 mg 

Ácido Bórico 26,00 mg 

Sulfato de Manganês 14,00 mg 

Sulfato Ferroso 89,00 mg 

EDTA Dissódico 905,00 mg 

(Adaptado de EVANS et al., 2009). 

 

Os componentes sólidos, com exceção do NaHCO3, foram pesados em 

balança de alta precisão (menor divisão 0,001 mg; máximo de 5,1 g) modelo XP6, 

marca METTLER TOLEDO, Suiça (Figura 2). O NaHCO3 foi pesado na balança de 

alta precisão (menor divisão 0,1 mg; máximo de 210,0 g) modelo SA210, marca 

SCIENTECH, Estados Unidos (Figura 3). Ambas as balanças estão disponíveis no 

Centro de Isótopos Estáveis “Prof. Dr. Carlos Ducatti”. Já os componentes líquidos 

foram mensurados utilizando-se de pipetas e, quando necessário, micropipetas. O Mix 

de Metais foi feito na quantidade de 17,55 mL como demonstra a Tabela 2, usando 

água deionizada para completar até o volume desejado. 
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Figura 2. Balança de alta precisão XP6 com menor divisão 0,001 mg e 

máximo de 5,1 g. 

 

 

 

Figura 3. Balança de alta precisão SA210 com menor divisão 0,1 mg e máximo de 

210,0 g. 
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4.3. Estufa com fotoperíodo e termoperíodo 

Foi utilizada estufa com fotoperíodo e termoperíodo modelo 122FC, marca 

ELETROlab, São Paulo, Brasil (Figura 4) disponibilizada no Laboratório de Fisiologia 

Vegetal do IBB/UNESP, Botucatu. Os valores de temperatura foram mantidos em 30 

ºC enquanto o fotoperíodo foi mantido em 12 h de claro e 12 h de escuro, durante todo 

experimento. Para iluminância no fotoperíodo foram utilizadas lâmpadas fluorescentes 

de 20 W de potência no interior da estufa (Figura 4). 

 

 

Figura 4. Identificação da estufa utilizada nos experimentos (à esquerda) e 

demonstração das lâmpadas dentro da estufa (à direita). 

 

A estimativa da iluminância é obtido a partir da fórmula 𝐿 = 𝑃 𝑥 𝐹 / 𝐴, onde L é 

a iluminância em Lux, P é a potência da fonte luminosa em W, F é a eficiência do tipo 

de fonte luminosa em lm/W (luz fluorescente F = 60 lm/W), e A é a área da superfície 

em m² (a área calculada dentro da estufa é 0,4947 m²). Dessa maneira, para cada 

lâmpada fluorescente de 20 W temos aproximadamente 2400 Lux de iluminância. 
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4.4. Microrganismo 

As cepas de S. platensis foram fornecidas pelo Banco de Microrganismo Aidar 

& Kutner (BMA&K) do Instituto Oceanográfico da Universidade de São Paulo (IOUSP) 

e mantidas fechadas em tubo falcon ao abrigo de luz, a 25º C, até o momento do 

cultivo. O cuidado em relação a estes fatores era para que o microrganismo ficasse 

em regime estacionário, ou seja, não viesse a morrer ou se reproduzir (indicação do 

próprio BMA&K). Também foi evitado que o microrganismo ficasse muito tempo em 

espera para iniciar a produção, desse modo o pedido foi realizado as vésperas dos 

experimentos. 

 

4.5. Produção da S. platensis (1ª etapa) 

O processo de produção da S. platensis, em cada parte da duplicata, aconteceu 

em torno de 42 dias, em duas fases, a primeira com 12 dias e a segunda em torno de 

30 dias. A divisão em duas fases é para garantir a multiplicação do microrganismo, 

sendo que na primeira fase ele se adaptará ao meio e na segunda ele se multiplicará. 

Durante todo o processo haverá purga com gás N2 e serão monitorados a densidade 

e o pH que tem que ser corrigido caso saia do intervalo 9,5 ~ 10,5 (intervalo de pH 

ótimo para a cianofícea) (EVANS et al., 2009). Já a temperatura (30 ºC), a agitação 

(80 rpm) e a iluminância (exceto na mudança para a 2ª fase quando ela irá de 2400 

Lux para 9600 Lux) durante as fases serão mantidas constantes pela estufa. 
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4.5.1. 1ª fase de produção 

Primeiro foi colocado 150 mL do meio de cultivo em um kitassato autoclavado 

de 1,0 L. Em seguida foram adicionados 50 mL das cepas de S. platensis, e 

imediatamente, foi ajustado o pH para aproximadamente 9,5 e purgado N2 para 

garantir o ambiente inerte. O kitassato foi então colocado na estufa (Figura 5), onde 

permaneceu por 12 dias sob temperatura de 30 ºC, iluminância de 2400 Lux (usando 

apenas 1 lâmpada fluorescente de 20 W) e sobre uma mesa agitadora a 80 rpm dentro 

da estufa. 

 

Figura 5. Biorreator dentro da estufa e sobre a mesa agitadora. 

 

4.5.2. 2ª fase de produção 

Inicialmente foram adicionados mais 727,5 mL de meio de cultivo no sistema. 

A temperatura continuou a 30 °C, a agitação a 80 rpm e o pH em 9,5 ~ 10,5, porém, 

a iluminância mudou para 9600 Lux (usando 4 lâmpadas fluorescentes de 20 W) 

(EVANS et al., 2009). 
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O momento ideal para encerrar a produção nesta fase é quando a densidade 

do cultivo fica maior que 2,2 g/L, o que pode variar de 25-35 dias (EVANS et al., 2009). 

Com a densidade acima de 2,2 g/L (Figura 6), a colheita foi feita por meio de 

filtração com papel de filtro e houve lavagem com água deionizada para escoamento 

de resíduos que poderiam ainda estar no meio ou adsorvidos à S. platensis. Depois, 

a biomassa foi secada para que permanecesse na consistência de um pó. Esse pó foi 

pesado e os resultados avaliados. 

 

 

Figura 6. Estado do biorreator em data próxima à de colheita. 

 

4.6. Purga de nitrogênio gasoso 

A cada dois dias, houve purga de N2 para eliminação do excesso de oxigênio 

(O2) produzido pela fotossíntese da microalga (EVANS et al., 2009). Isto porque a 

RuBisCO, ribulose bisfosfato carboxilase/oxigenase (Figura 7), enzima central da 

fotossíntese, tem tanto a função carboxilase como a oxigenase, ou seja, o CO2 e o O2 
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moleculares competem pelo sítio ativo enzimático, sendo que com o primeiro há 

fixação do CO2 à biomassa, enquanto que com o segundo não há, limitando assim o 

crescimento em biomassa. Essa purga então teve como propósito evitar o 

amontoamento de O2 gasoso no cultivo e se deu conectando o cilindro de N2(g) na 

entrada superior do kitassato e abrindo a saída lateral para que houvesse o 

escoamento do excesso daquele gás. 

 

 

Figura 7. Ilustração da estrutura da rubisco e dos usos de CO2 e O2 

(disponível em: <http://www.futureagriculture.eu/synthetic-biology/can-we-improve-

nature/>, acessado em 04/11/2019) 

 

A figura 7 demonstra que com a utilização do O2 pela RuBisCO ocorre a 

fotorrespiração com produção de energia e consumo de biomassa (Carbono). Já com 

a utilização do CO2 por esta mesma enzima, ocorre a fotossíntese com produção de 

energia e assimilação de Carbono à biomassa. Contudo a fotossíntese também gera 

como produto o O2, liberado no ambiente. Desta forma, para que a concentração de 

O2 advinda da fotossíntese não aumentasse de forma a concorrer pelo sítio ativo da 
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RuBisCO, favorecendo a fotorrespiração e não a fotossíntese (de interesse para o 

cultivo), este gás era substituído por N2, inerte ao meio de cultivo, 

 

4.7. Monitoramento da densidade e pH 

O monitoramento da densidade e do pH do cultivo, durante todo o processo, 

ocorreu pela retirada de alíquotas de 10mL a cada 6 dias previamente à purga de N2, 

para medição do pH com pHmetro (modelo MA522, marca MARCONI, São Paulo, 

Brasil) e cálculo da densidade utilizando-se a equação d =  𝑚 𝑣⁄  , onde m é massa da 

alíquota (subtraída a massa do recipiente) e v é o volume da alíquota (10 mL). Caso 

necessário a correção do pH abaixo de 9,5 foi usado 2.0 N de NaOH. Cabe ressaltar 

que entre as fases foram realizados dois monitoramentos (tanto de pH como de 

densidade), um no final da 1ª fase, e outro no início da 2ªfase.  

 

4.8. S. platensis marcada (2ª etapa) 

Para a 2ª etapa foi refeito o cultivo, em duplicata, da S. platensis de maneira 

similar a 1ª etapa, com a diferença de que se utilizou o NaH13CO3 no meio de cultivo. 

A biomassa da microalga produzida foi colhida por filtração, lavada, depois secada 

para que ficasse na consistência de um pó; esse pó foi pesado e os resultados 

avaliados. 
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4.9. Análise da Spirulina platensis (3ª etapa) 

Foram realizadas estimativas sobre os custos do cultivo marcado, levando-se 

em conta os gastos com os cilindros de 13CO2. Os custos com uso de vidraria, 

reagentes, utilização e manutenção de equipamentos, mão de obra, estrutura física e 

energia elétrica, não foram contabilizados. 

A [13C]-S. platensis colhida nos dois cultivos da segunda etapa e a adquirida 

por importação (com abundância isotópica de 97%) junto ao Cambridge Isotope 

Laboratories, foram analisadas em um sistema de espectrometria de massa de razão 

isotópica por fluxo contínuo (CF-IRMS). O CF-IRMS constitui um analisador elementar 

(Flash 2000, Thermo Scientific, Alemanha) acoplado a um IRMS (Delta V Advantage, 

Thermo Scientific, Alemanha) por meio de uma interface de gases (ConFlo IV, Thermo 

Scientific, Alemanha). O CF-IRMS transforma o Carbono da amostra em gás CO2 por 

combustão com injeção de O2 e determina: a razão isotópica r(13C/12C), a partir da 

espectrometria das massas das moléculas 13CO2 e 12CO2, e a quantidade de Carbono 

presente na amostra, em percentual de massa no detector de condutividade térmica 

(TCD) do Flash 2000. Com os valores da r(13C/12C) foi calculada a abundancia 

isotópica x(13C) em % conforme equação (COPLEN, 2011): 

𝑥൫ 𝐶ଵଷ ൯ = ቈ
𝑟൫ 𝐶ଵଷ 𝐶ଵଶൗ ൯

1 + 𝑟൫ 𝐶ଵଷ 𝐶ଵଶൗ ൯
቉ 

Para análise isotópica da [13C]-S. platensis por CF-IRMS, considerando 97% 

de abundancia isotópica, foi necessária diluição isotópica para que o sinal gerado não 

fosse superior a 50 V, devido a saturação do amplificador do sistema coletor MEMCO 

(copos de Faraday) do IRMS conforme manual de operação do Delta V Advantage. 
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4.9.1 Cálculo da diluição isotópica 

Para obter uma diluição com maior precisão foi utilizada S. platensis natural por 

possuir a mesma composição química (MANNERHEIM; WERNER; BUCHMANN, 

2019) e os valores foram convertidos em diferença relativa da abundância isotópica 

φ(13C) em mUr em relação ao padrão x(13C)padrão = 0,011179(60) 

(https://www.ciaaw.org/natural-variations.htm) conforme equação (BRENNA et al., 

1997) à seguir: 

𝜑൫ 𝐶ଵଷ ൯ = ൥
𝑥൫ 𝐶ଵଷ ൯

௔௠௢௦௧௥௔

𝑥൫ 𝐶ଵଷ ൯
௣௔ௗ௥ã௢

− 1൩ 

O balanço isotópico da mistura foi realizado de forma que φ(13C) ≤ 3500 mUr, 

ou seja, x(13C) ≤ 5,0% (MANNERHEIM; WERNER; BUCHMANN, 2019), assim as 

diluições foram de aproximadamente 20 vezes, ou seja, 25 µg de [13C]-S. platensis e 

475 µg de S. platensis natural. Foram utilizadas as frações das massas (M) de cada 

componente da mistura na equação do balanço isotópico utilizando o percentual de 

Carbono conforme as equações (BRAND; COPLEN, 2012) à seguir:  

𝜑൫ 𝐶ଵଷ ൯
௠௜௦௧௨௥௔

= 𝜑൫ 𝐶ଵଷ ൯
௔௠௢௦௧௥௔

. 𝑀௔௠௢௦௧௥௔ + 𝜑൫ 𝐶ଵଷ ൯
௡௔௧௨௥௔௟

. 𝑀௡௔௧௨௥௔௟           [1] 

 

𝑀௠௜௦௧௨௥௔ = 𝑀௔௠௢௦௧௥௔ + 𝑀௡௔௧௨௥௔௟ = 1          [2] 

 

𝜑൫ 𝐶ଵଷ ൯
௔௠௢௦௧௥௔

=
𝜑൫ 𝐶ଵଷ ൯

௠௜௦௧௨௥௔
− ቀ𝜑൫ 𝐶ଵଷ ൯

௡௔௧௨௥௔௟
. 𝑀௡௔௧௨௥ ቁ

𝑀௔௠௢௦௧௥௔
          [3] 
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4.9.2 Preparação das amostras para análise isotópica 

Para evitar erros no cálculo da diluição e certificar que o procedimento está 

correto foi utilizado o “princípio do tratamento idêntico” (Werner e Brand, 2001). Desse 

modo, foi analisada a [13C]-S. platensis importada com as mesmas massas para [13C]-

S. platensis produzida esperando encontrar os 97% de abundancia. Também devido 

ao “princípio do tratamento idêntico”, foi determinado o φ(13C)natural  e o percentual de 

Carbono utilizando uma massa de 500 µg (equivalente a massa total da mistura). Esta 

amostra natural foi moída em moinho criogênico afim de homogeneizar e deixar a 

granulometria similar as outras amostras.   

O CF-IRMS necessita de pelo menos 40 μg de Carbono total em cada amostra 

para um sinal ideal em torno de 3 V, considerando 42% de Carbono total na S. 

platensis, o ideal seria uma amostra por volta de 100 µg. Devido à grande quantidade 

de Carbono em cada amostra, aproximadamente 200 μg, foi utilizado a opção 

“Dynamic Dilution” software “Isodat 3.0” a partir do kit “smartEA” (P/N 1227210) 

instalado no Flash 2000 que dilui o CO2 em até 99% com gás hélio no ConFlo IV. 

Antes da análise foi calibrada a diluição da amostra para CO2 no ConFlo IV a partir da 

massa e área total do espectro (pico 44 e 45) da amostra sem diluição. Os valores da 

abundância isotópica foram calibrados com padrão NBS 22 da AIEA. 

Para cada uma das 4 amostras (natural, mistura no primeiro cultivo, mistura no 

segundo cultivo e importada) foram pesadas 5 repetições em capsulas de estranho 

utilizando balança de alta precisão (menor divisão 0,001 mg; máximo de 5,1 g) modelo 

XP6, marca METTLER TOLEDO, Suiça (Figura 2).  
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Bicarbonato de sódio marcado 

A massa e o rendimento teóricos, de acordo com testes utilizando gás 

carbônico não marcado, era entre 7,02 g (78% de rendimento) e 7,42 g (85% de 

rendimento) de NaH13CO3. Na primeira produção com marcação, que seria usada 

posteriormente no primeiro cultivo marcado foram produzidos exatamente 7,02 g, 

sendo o rendimento da reação 78%. Já na segunda produção marcada, que seria 

usada posteriormente no segundo cultivo marcado, foi obtido 7,42 g, sendo o 

rendimento da reação 85%. 

 

5.2 Produção da S. platensis (1ª e 2ª etapas) 

Os resultados referentes às biomassas coletadas seguem na tabela 3. O 

primeiro e o segundo cultivo sem marcação são C12.1 e C12.2, respectivamente, 

enquanto o primeiro e o segundo cultivo com marcação são C13.1 e C13.2, também 

nesta ordem. 

Tabela 3 Produção de S. platensis em biomassa. 

Produção Massa 

Esperado 1,85-2,04 g 

Produção C12.1 2,17 g 

Produção C12.2 2,02 g 

Produção C13.1 2,22 g 

Produção C13.2 2,27 g 
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Seguem abaixo as figuras (de 8 a 12) ilustrando os monitoramentos referentes 

às densidades dos cultivos C12.1 (Figura 8), C12.2 (Figura 9), C13.1 (Figura 10) e 

C13.2 (Figura 11) separadamente e conjunto (Figura 12). Nota-se uma queda drástica 

no dia 12 devido à adição de mais meio de cultivo (727,5 mL). A curva pontilhada 

representa a linha de corte, isto é, o momento ideal para colheita (2,2 g/L) (EVANS et 

al., 2009). 

 

 

Figura 8. Crescimento celular da S. platensis no cultivo C12.1. 
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Figura 9. Crescimento celular da S. platensis no cultivo C12.2. 

 

 

Figura 10. Crescimento celular da S. platensis no cultivo C13.1. 
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Figura 11. Crescimento celular da S. platensis no cultivo C13.2. 

 

 

Figura 12. Crescimento celular da S. platensis em todos os cultivos. 
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Tf  é o tempo final de cultivo em dias e T0 é o tempo inicial de cultivo em dias. O valor 

médio de cada cultivo foi de 0,0513g/L.dia para C12.1; 0,0516g/L.dia para C12.2; 

0,0603g/L.dia para C13.1; e 0,0608g/L.dia para C13.2. A média destas produtividades 

ficou em 0,056g/L.dia. 

É importante destacar que dependendo da dose almejada para o 13C-SpBT 

(Tabela 5), pode-se executar diferentes quantidades de exames. Dessa forma, com 

as biomassas produzidas na 2ª etapa é possível fazer de 22 (200 mg) a 89 (50 mg) 

exames de esvaziamento gástrico. 

 

Tabela 4. Quantidade de [13C]-S. platensis para performar 13C-SpBT em 

diferentes doses. 

Dose de 
13C 

% de 13C na S. 
platensis 

% de C na S. 
platensis 

[13C]-S. 
platensis 

80 mg 

95% 42% 

200 mg 

40 mg 100 mg 

20 mg 50 mg 

(Adaptado de EVANS et al., 2009). 

 

Os valores de pH tanto para o Mix de Metais (Tabela 2) como para o Meio de 

Cultivo (Tabela 1) foram todos ajustados nos valores recomendados por Evans et al., 

2009, sendo eles, nesta ordem, 6,5 e 9,5. Caso o pH estivesse abaixo destes valores 

seria utilizado 2.0 N de hidróxido de sódio. 



39 
 

Os valores de pH mostrados abaixo (Figuras 18 e 19) ficaram dentro do 

esperado (entre 9,5 e 10,5) (EVANS et al., 2009), com exceção do cultivo C13.1 no 

décimo segundo dia, no qual se encontrava em 10,6, mas como neste dia haveria a 

mudança para a segunda fase da produção, a correção foi feita pela própria adição 

de mais 727,5 mL de meio, que caracteriza esta mudança de fase. 

 

Figura 18. Valores de pH dos cultivos na 1ª fase de produção. 

 

Figura 19. Valores de pH dos cultivos na 2ª fase de produção. 
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É importante destacar que os valores de pH vão crescendo, pois, devido à 

natureza apolar da membrana plasmática, a resistência à difusão da molécula de CO2 

é menor que a do íon HCO3-, tornando o CO2 o Carbono inorgânico mais consumido 

pela a S. platensis.  Quando ele é bem consumido, o sistema em equilíbrio  

CO2(aq)↔H2CO3↔HCO3-↔CO32- 

reage no sentido de formação de CO2, consumindo H+ do meio. Por outro lado, quando 

a concentração de HCO3- é alta, a utilização desta molécula pode ocorrer pelo seu 

transporte ativo através da membrana plasmática ou por sua conversão em CO2 pela 

enzima anidrase carbônica (DE MORAIS; COSTA, 2007; SHIRAIWA; GOYAL; 

TOLBERT, 1993), segundo a reação: 

HCO3-↔CO2+OH-; 

dessa forma, seja o CO2 ou o HCO3- a molécula utilizada pela S. platensis, o 

crescimento celular resulta em aumento do pH do meio de cultivo (ANDRADE; 

CAMERINI; COSTA, 2008). 

 

5.3. Análise da S. platensis (3ª etapa) 

A produção da [13C]-S. platensis foi realizada em laboratórios de pesquisa, 

dentro da Universidade, equipados com todos os itens necessários aos processos. 

Dessa forma, o único gasto efetuado para a produção da [13C]-S. platensis foi a 

compra dos cilindros de 13CO2 com o custo de US$190,00 por grama de [13C]-S. 

platensis produzida. A avaliação do custo-benefício não levou em conta os gastos 
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com: uso de vidraria; reagentes; utilização e manutenção de equipamentos; mão de 

obra; estrutura física e energia elétrica. Dessa forma, o custo da produção da [13C]-S. 

platensis neste trabalho foi US$190,00, menos de 40% do custo da microalga já 

enriquecida, que é de US$490,00 por grama. 

Contudo, levando em conta que o enriquecimento isotópico médio adquirido 

neste trabalho foi de 21,10% e a [13C]-S. platensis importada possui 97%, a mistura 

de [13C]-S. platensis importada e S. platensis natural para 1 g e para enriquecimento 

isotópico equivalente a 21,10% possui 0,21 g de [13C]-S. platensis importada e 0,79 g 

de S. platensis natural, o que custa US$102,90 por grama de mistura equivalente. 

Assim, o custo da produção da [13C]-S. platensis neste trabalho (US$190,00) foi 84% 

maior que uma mistura de equivalente de 1 g com [13C]-S. platensis importada e S. 

platensis natural e enriquecimento isotópico equivalente a 21,10%.  

A figura 20 mostra os resultados das análises isotópicas em percentual de 

abundancia das amostras com a S. platensis natural e enriquecidas, estas últimas 

com diluição. 
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Figura 20. Ordem de análise isotópica das amostras para determinação do 

enriquecimento isotópico em 13C da Spirulina platensis. Os percentuais de 

abundância da S. platensis enriquecidas estão diluídos. 

  

O comportamento das amostras de padrão (Figura 20) mostram que não houve 

efeito memória, já que não tiveram variação ao longo dos intervalos entre as 30 

análises. Na tabela 5 também é possível observar que o desvio padrão das amostras 

de padrão também foi baixo, confirmando a ausência de efeito memória. As amostras 

de S. platensis natural (Figura 20) apresentaram pouca variação entre as amostras, 

com desvio padrão também baixo (Tabela 5). A estabilidade desses valores pode ser 
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justificada pela grande quantidade de massa de amostra (em torno de 0,5 mg), onde 

é necessário apenas 0,1 mg de biomassa com 42% de Carbono total para um sinal 

ideal para análise de Carbono no CF-IRMS. Essa grande quantidade fornece uma 

homogeneidade para amostra. 

Já o 1º e 2º cultivos (Figura 20) mostraram variações que pode ser explicada 

pela não homogeneização da biomassa enriquecida. Esta não homogeneização se 

deve à pouca biomassa adquirida nos cultivos. Com relação a amostra importada 

(Figura 20), não há relato de homogeneização, contudo pela sua textura pode-se 

atestar que sim. O seu aumento em ordem de análise nos valores, na figura 20, pode 

ser justificada gradativa saturação do copo de Faraday 45, que atingiu valores 

próximos ao limite de 50 V como demonstra a Figura 21. Nesta figura são comparados 

os espectros de detecção das moléculas de CO2 com variação natural e enriquecida. 
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Figura 21. Espectro de detecção das moléculas de CO2 da análise isotópica em (A) 

uma amostra padrão com variação natural e (B) uma amostra enriquecida em torno 

de 5% de abundancia. 

Considerando que a razão isotópica natural do Carbono é em torno de 0,01 

(aproximadamente 1% de abundância), isso mostra que o 44 (CO2) é cem vezes maior 

que o 45 (13CO2) na razão 45/44 ou 13C/12C. O sistema de detecção do IRMS amplifica 

em cem vezes o sinal do 45 em relação ao 44 para que a amplitude dos espectros 

fique próximos (Figura 21 A). Nesta situação, espera-se que em uma razão isotópica 

de 0,05 (≈ 5%) o espectro apresente um sinal do 45 aproximadamente cinco vezes 

maior que o 44 (46V:10V), conforme Figura 21 B. Assim, buscou-se diluir a amostra 

para que a abundância fosse x(13C) ≤ 5,0% (MANNERHEIM; WERNER; BUCHMANN, 
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2019). No entanto, a Figura 20 mostra que os resultados das análises das amostras 

enriquecidas próximas à 5% de abundância isotópica não tiveram comportamento 

estável. Desse modo, o ideal seria diluir mais amostras enriquecidas. 

Por fim, são apresentados, na tabela 5, os valores obtidos para o 

enriquecimento isotópico em 13C da Spirulina platensis. Estes valores reforçam a 

ausência de efeito memória, já que as amostras de padrão não variaram ao longo das 

análises. Os percentuais de Carbono das amostras mostraram valores de acordo com 

os esperados (53% para a amostra de padrão e 42% para amostra de S. platensis). 

Valores estes de importância para o cálculo da diluição, mostrando que esses 

percentuais não são fontes de erros. 

Tabela 5. Valores médios obtidos para o enriquecimento isotópico em 13C da 

Spirulina platensis. 

Amostra N Φ13C (mUr) x13C (%) % de C 

Padrão Laboratório 10 
-28,85 

±0,32 

1,07 

±0,00 

53,32 

±0,50 

S. platensis (natural) 5 
-24,38 

±0,09 

1,08 

±0,00 

42,37 

±1,01 

[13C]-S. platensis (1º cultivo) 5 
+30.528,22 

±2894,50 

34,86 

±3,20 

42,44 

±0,54 

[13C]-S. platensis (2º cultivo) 5 
+5.627,29 

±1734,85 

7,33 

±1,92 

41,28 

±1,65 

[13C]-S. platensis (importada) 5 
+71.953,64 

±6853,06 

80,66 

±7,58 

42,59 

±0,84 

 

O enriquecimento isotópico do 1º e 2º cultivos ficaram, em média, 34,86% e 

7,33%, respectivamente, sendo a média entre eles 21,10%. O baixo enriquecimento 

pode ser explicado pelo nitrogênio gasoso utilizado na purga, que não tinha alto grau 
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de pureza. Este nitrogênio gasoso era obtido por adsorção de balanço de pressão, 

tecnologia componente de uma usina de liquefação de nitrogênio que separa este 

gás para liquefação em um percentual de 99% de pureza. Contudo, durante a 

manutenção deste sistema constatou-se uma contaminação por oxigênio gasoso, o 

que diminuía a pureza do nitrogênio produzido para 95%. 
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6. CONCLUSÃO 

 

Assim, concluímos que é possível cultivar e enriquecer isotopicamente com 13C 

a S. platensis a partir do 13CO2 com um custo de US$190,00 por grama de [13C]-

Spirulina platensis produzido. Entretanto, este enriquecimento não foi tão eficiente 

(21,10%). A utilização de nitrogênio gasoso com teor elevado de pureza poderia 

aumentar o enriquecimento da microalga e uma diluição isotópica maior para as 

análises poderia fornecer dados exatos, pois diminuiria a saturação dos copos de 

Faraday 45. 

Com exceção do C12.2 que ficou dentro da margem esperada de biomassa 

colhida, todos os outros (C12.1, C13.1 e C13.2) ficaram acima da margem, mostrando 

que o cultivo tem potencial para alta produtividade. Tendo como prerrogativa esta alta 

produtividade, mais cultivos poderiam ser executados afim de se conseguir uma maior 

quantidade de biomassa, tornando possível sua homogeneização para uma análise 

isotópica com menos variações. Por fim, o cultivo da S. platensis marcada pode 

oferecer mais exames para fins clínicos ou de pesquisa. 

Um ponto interessante a se adicionar ao projeto seria um novo cultivo marcado 

com um estudo paralelo, analisando-se em IRMS as amostras colhidas nos 

monitoramentos de densidade e por meio destas análises, montar uma curva da 

porcentagem de ¹³C assimilada para se saber a velocidade com que isso acontece e 

criar mais uma ferramenta para determinar o momento de colheita. Outro ponto a se 

adicionar seria analisar isotopicamente também o líquido proveniente das filtragens 

das alíquotas retiradas para avaliação da densidade, afim de demonstrar a presença 

de 13C no meio de cultivo e como ela vai diminuindo ao longo do cultivo, construindo 
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uma curva que prediria o momento em que todo o 13C fosse assimilado pela microalga, 

sendo este um preditor mais confiável que os 2,2 g/L utilizados por Evans et al., 2009. 

Estudos futuros também poderiam ser desenvolvidos com a análise 

microbiológica da S. platensis marcada afim de checar se ela pode ser administrada 

em humanos e, se caso positivo, performar o 13C-SpBT tanto com a amostra produzida 

como com a importada para compará-las. Assim também poderá se avaliar se a [13C]-

Spirulina platensis com menor enriquecimento isotópico é efetiva no teste respiratório. 
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