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Resumo

GOMES, Fabiane Tavares. Avaliacao do perfil quimico do éleo essencial de
populacoes espontaneas de Tagetes minuta L. (Asteraceae) na regiao do Rio
Grande do Sul. 2017. 45f. Dissertacao (Mestrado em Agronomia) — Programa de
Pés-Graduacgédo em Sistemas de Producao Agricola Familiar, Faculdade de
Agronomia Eliseu Maciel, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2017.

A Tagetes minuta L. € uma planta bioativa de ocorréncia espontanea no Sul do Brasil,
conhecida pelos agricultores familiares por ser uma espécie invasora e
frequentemente usada como repelente de insetos. Contudo, pode se tornar uma nova
alternativa de renda uma vez que seu 6leo essencial possui propriedades de interesse
na industria de farmacos, cosméticos, alimentos e bioinsumos agricolas. O objetivo
do trabalho foi caracterizar o 6leo essencial de populagcdes espontaneas de T. minuta
em municipios do sul do Rio Grande do Sul, tentando identificar a ocorréncia de
quimiotipos e fatores de variabilidade na sua composicdao. Foram coletadas plantas
de seis populagdes de T. minuta entre abril e maio de 2015, quando as plantas
estavam em plena floracdao. O 6leo essencial foi extraido de flores e folhas com
peciolos por arraste a vapor e analisado por CG-EM/CG-DIC. Foram identificados 15
compostos, sendo que todos as populagcdes tiveram o0s mesmos compostos
majoritarios, cis-tagetona, cis-3-ocimeno, dihidrotagetona, trans-tagetona e limoneno,
que em meédia representaram 96% da composi¢cdo do Oleo. As populagdes fazem
parte de um mesmo quimiotipo. As variagées na propor¢cdo entre os compostos
majoritarios permitiu agrupar as populagdes em trés grupos, sendo 0 primeiro com
trés amostras e 96% de similaridade, o segundo com duas amostras e 86% de
similaridade e uma ultima amostra isolada, com 74% e 79% de similaridade com as
duas anteriores respectivamente. As primeiras populacdes colhidas apresentaram
maiores teores de dihidrotagetona e limoneno enquanto aquelas colhidas mais
tardiamente tiveram teores mais elevados de cis-tagetona e cis-f-ocimeno. A data de
colheita foi um fator determinante na proporcao entre os compostos majoritarios e
apresentou uma correlacao negativa com a temperatura média do ar. A ocorréncia de
elevada precipitagdo pluviométrica nos dias anteriores a colheita pode ter interferido
na composicao do 6leo de pelo menos uma populacdo. A radiagdo solar teve
correlacdo positiva com os teores de cis-tagetona e cis-f-ocimeno e negativa com
dihidrotagetona e limoneno. Finalizando, o 6leo essencial é similar entre as diferentes
populagbes de T. minuta avaliados e tende a apresentar uma composi¢cao uniforme
dos compostos majoritarios, com variagdes nas suas propor¢cdes devido ao estadio
fenolégico no momento da colheita.

Palavras-chave: plantas bioativas; fitoquimica; quimiotipo; composi¢do quimica



Abstract

GOMES, Fabiane Tavares. Evaluation of the chemical profile of the essential oil
of Tagetes minuta L. (Asteraceae) native populations in the south of Rio
Grande do Sul. 2017. 45f. Dissertation (Master Degree in Agronomy) — Programa de
Pés-Graduagao em Sistemas de Produgao Agricola Familiar, Faculdade de
Agronomia Eliseu Maciel, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2017.

Tagetes minuta L. is a bioactive plant of spontaneous occurrence in the South of Brazil,
known to family farmers as an invasive species and frequently used as an insect
repellent. However, it can become a new income alternative since its essential oil has
properties of interest in the pharmaceutical, cosmetic, food and agricultural bioproducts
industry. The aim of this work was to characterize the essential oil of spontaneous
populations of T. minuta in municipalities of southern of the Rio Grande do Sul State,
trying to identify the occurrence of chemotypes and variability factors in their
composition. Plants of six populations of T. minuta were collected between April and
May 2015, in the full flowering. The essential oil was extracted from flowers and leaves
with petioles by steam-drag and analyzed by GC-MS/GC-FID. Fifteen compounds
were identified, and all the populations had the same major compounds, cis-tagetone,
cis-B-ocimene, dihydrotagetone, trans-tagetone and limonene, which on average
represented 96% of the oil composition. The populations are of the same chemotype.
Variations in the proportion of the major compounds allowed grouping the populations
into three groups, the first with three samples and 96% similarity, the second with two
samples and 86% similarity, and the last sample isolated, with 74% and 79% of
similarity with the two previous ones respectively. The first populations harvested had
higher levels of dihydrotagetone and limonene whereas those harvested later had
higher levels of cis-tagetone and cis-3-ocimene. The date of harvest was a determinant
factor in the proportion between the major compounds and presented a negative
correlation with the mean air temperature. The occurrence of high rainfall in the days
prior to harvest may have interfered in the oil composition of at least one population.
The solar radiation had a positive correlation with the contents of cis-tagetone and cis-
B-ocimene and negative with dihydrotagetone and limonene. Finally, the essential oil
is similar among the different populations of T. minuta evaluated and tends to present
a uniform composition of the major compounds, with variations in their proportions due
to the phenological stage at the time of harvest.

Key words: bioactive plants; phytochemistry; chemotype; chemical composition
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1 Introducao

Desde a antiguidade as plantas bioativas tém sido utilizadas pela humanidade
tanto por suas propriedades medicinais quanto em atividades de cunho mistico-
religioso. Porém, também podem apresentar outras propriedades tais como
aromaticas, condimentares, toxicas, alucinégenas, repelentes e inseticidas (CORREA
JUNIOR; SALGADO, 2011). Nos Ultimos anos, sua aplicagdo na area agricola tem
ganhado muito espaco nos meios cientificos (SCHIEDECK, 2008).

Sua utilizacdo em determinadas praticas agricolas, faz com que se tornem
fundamentais nos sistemas de produgdo agroecoldgicos, aos quais podem
proporcionar beneficios aos cultivos (GARCIA et al., 2010).

Os Oleos essenciais de plantas bioativas tém sido amplamente investigados
como alternativa ao uso de agrotdxicos sintéticos por serem um recurso natural
facilmente disponivel, mas que pode se esgotar se for explorado sem moderacao
(MARANGONI; DE MOURA; GARCIA, 2012; ZOUBIRI; BAALIOUAMER, 2014).

Em muitos agroecossistemas, diferentes espécies de plantas bioativas podem
ser utilizadas diretamente em praticas de manejo, como por exemplo, na formacéo de
bordaduras para protecao de cultivos ou na aplicacdo de caldas e extratos que
auxiliam na protecédo das plantas contra insetos e micro-organimos (PERES et al.,
2009).

A Tagetes minuta L. é uma espécie bioativa que pertence a familia Asteraceae,
sendo popularmente conhecido no Sul do Brasil como chinchilho, cravo-de-defunto,
picdo do reino, vara-de-rojao, rabo-de-foguete, erva fedorenta e caléndula selvagem
(SCHIAVON, 2011). E uma planta nativa da América do Sul que ocorre
espontaneamente em alguns paises, como Argentina, Bolivia, México, Paraguai e
Brasil (LOVATTO; SCHIEDECK; MAUCH, 2013; SIGNORINI et al., 2016). A espécie
€ bem adaptada as condi¢des climaticas do Rio Grande do Sul devido sua origem de
clima temperado (MEDEIROS, 2015). Seu ciclo nestas condigbes ¢é de
aproximadamente de 120 a 150 dias, vegetando nas estacdes de primavera e verao
e florescendo no final do verdo, o que resulta na atracdo de diversas espécies de
insetos (KRUG, 2007).

E uma espécie que possui diversas propriedades biolégicas, entre as quais,
antibacteriana, nematicida, fungicida e inseticida. Essas propriedades sao de grande
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importancia econémica na industria farmacéutica, cosmética e alimenticia, que a
utiliza para a extragdo do éleo essencial, o qual apresenta como compostos
majoritarios o limoneno, ocimeno, dihidrotagetona e tagetona que compreendem
aproximadamente 70% dos componentes totais (ANDREOTTI et al., 2013).

Alguns estudos relatam a eficiéncia do 6leo essencial de T. minuta L. no
controle de patégenos como a requeima da batata (Phytophthora infestans), reduzindo
a severidade da doenca (PEREIRA et al., 2013), no controle do carrapato bovino
(Rhipicephalus microplus), com eficiéncia de até 98% de mortalidade, conforme a
concentracao utilizada (ANDREOTTI et al., 2013). O extrato da planta, que é outra
forma de utilizagdo, também ¢é relatado com agdo no controle de Meloidogyne
incognita em raizes de tomateiro (JUNGES et al.,, 2009), e com influéncia na
populacéo de afideos em hortalicas (LOVATTO; SCHIEDECK; MAUCH, 2013).

Embora seja uma planta de ocorréncia comum e bastante conhecida pelos
agricultores familiares no sul do Rio Grande do Sul, o aproveitamento em maior escala
de T. minuta L., seja para o desenvolvimento de produtos alternativos ou no manejo
de insetos, ainda é pouco difundido (CHAMORRO et al., 2008; SCHIAVON et al.,
2015). Ha uma grande lacuna de informagdes quanto a composicao fitoquimica em
diferentes condicbes de ocorréncia e sobre a existéncia de quimiotipos. O quimiotipo
€ uma variacao intraespecifica e, por isso, o estudo aprofundado do perfil quimico das
populagdes nativas de T. minuta em cada regido de ocorréncia € uma investigacao
preliminar muito importante (CHAMORRO et al., 2012).

Neste sentido, a pesquisa teve como objetivo avaliar a composicao fitoquimica
do oOleo essencial de populacbes espontaneas de T. minuta L. coletados em
municipios do sul do Rio Grande do Sul e identificar fatores associados a sua
variabilidade.



2 Revisao da Literatura

2.1 Importéancia das plantas bioativas na agricultura familiar

A agricultura é praticada ha 10 mil anos e, apesar de nesse periodo ter havido
grandes transformagodes, ela foi desenvolvida de forma muito parecida com a que 0s
indios ainda praticam ou com a que praticavam os colonos até ha bem pouco tempo
(CAPORAL; PAULUS; COSTABEBER, 2009).

A agricultura foi concebida em torno de dois objetivos: a maximizagdo da
producéo e do lucro. Buscando estes objetivos certas praticas foram desenvolvidas
sem a preocupacao das consequéncias a longo prazo, e sem considerar a dindmica
ecolégica dos agroecossistemas. Dentre essas praticas estd o cultivo intensivo do
solo, a monocultura e a aplicagdo de fertilizante mineral de alta solubilidade
(CAPORAL; COSTABEBER, 2004).

Deste modo, os parametros da Revolucdo Verde incorporaram um pacote
tecnoldgico durante a fase de expansao e modernizagao agricola onde a preocupacao
ambiental foi muito pequena, possibilitando que ocorressem grandes impactos
ambientais e com graves implicagdes sociais (RANGEL., 2012). Nesse contexto, foi
impulsionado o crescimento das agriculturas de base ecolégica e com elas a
ampliacao da producéao organica.

As agriculturas de base ecoldgica sao alicercadas nos preceitos da
Agroecologia, ciéncia que busca integrar os saberes histéricos dos agricultores com
os conhecimentos de diferentes ciéncias, permitindo, tanto a compreenséo, analise e
critica do atual modelo de desenvolvimento e de agricultura, como o estabelecimento
de novas estratégias para o desenvolvimento rural e novos desenhos de agriculturas
mais sustentaveis (CAPORAL; PAULUS; COSTABEBER, 2009).

Segundo Altieri (1999), o papel da Agroecologia consiste em reintegrar uma
racionalidade ecolégica a producao agricola e em fazer ajustes mais abrangentes que
na agricultura convencional, para torna-la ambiental, social e economicamente viavel

e compativel.



14

Algumas linhas de pensamento dentro da Agroecologia propde a utilizagao dos
recursos vegetais encontrados na regiao como potenciais controladores de insetos
(GLIESSMAN, 2000).

As plantas bioativas, como sdo chamadas, designam aquelas plantas que
possuem alguma acao sobre outros seres vivos e cujo efeito pode se manifestar tanto
pela sua presenca em um ambiente quanto pelo uso direto de substancias delas
extraidas, desde que mediante uma intengdo ou consciéncia humana deste efeito
(SCHIEDECK, 2008). Assim, sdo enquadradas como bioativas as plantas medicinais,
aromaticas e condimentares, bem como as plantas toxicas, alucinégenas, de cunho
mistico religioso e aquelas utilizadas para a formulacédo de insumos para a agricultura
de base ecoldgica e para a industria (LOVATTO; SCHIEDECK; MAUCH, 2013).

Embora as plantas bioativas sejam lembradas mais efetivamente por suas
propriedades medicinais, sua aplicacao na area agricola tem ganhado muito espaco
nos meios cientificos nos ultimos anos.

No que se refere a aplicacdo das plantas bioativas para o0 manejo de insetos,
Garcia (2003) cita que as principais vantagens do uso de plantas inseticidas e
repelentes consistem em menor probabilidade de insetos resistentes devido a
ocorréncia de mais de um principio ativo, menor toxidade a mamiferos,
compatibilidade com outros métodos de controle, disponibilidade de matéria prima e
rapida biodegradacao. Esta aplicacado consiste em introduzir determinadas espécies
no ambiente de cultivo principalmente para atrair inimigos naturais ou repelir insetos
indesejados ou ainda para obtencdo dos metabolitos secundarios que poderao ser
utilizados em pulverizacao para atuar de diferentes formas sobre os insetos (GALLO
et al., 2002).

Diversos estudos relacionados as plantas bioativas vém sendo desenvolvidos
em nivel mundial com o objetivo de difundir suas aplicacbes. Arruda et al. (2016) citam
que o extrato fresco dos bulbos de alho (Allium sativum) in vitro possui propriedades
antimicrobianas sobre cepas das bactérias Staphylococcus aureus e Escherichia coli
e apresenta acao antifugica sobre Candida albicans.

Santos et al. (2011) citam a utilizacdo do extrato da tiririca (Cyperus rotundus
L.) no enraizamento de estaca de amoreira-preta (Rubus spp.), atuando como agente
regulador de algumas substdncias do metabolismo vegetal, mas também como
enraizador de forma semelhante a utilizagdo de auxinas. Outros estudos demostram

resultados positivos na utilizacao de extrato de tiririca para o enraizamento de estacas
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de cafeeiro e na inducao do crescimento radicular dessas estacas em curto intervalo
de tempo (SOUZA et al., 2012). Gomes et al. (2008), avaliaram a eficiéncia do extrato
de jambu (Spilanthes oleracea L.) no controle do pulgao-das-brassicas (Brevicoryne
brassicae) na cultura do repolho verde obtendo resultados positivos na reducéao de
infestacdo dos pulgbes na dose de 7,5 mL L.

Dentre as plantas bioativas, uma espécie tem despertado grande interesse nos
ultimos anos a Tagetes minuta L., sendo que diversos trabalhos indicam o grande
potencial dessa espécie para o manejo de insetos e doengas. Signorini et al. (2016)
avaliaram a utilizagdo do extrato aquoso e o 6leo essencial de flores e folhas no
consumo foliar e sobrevivéncia larval de A. monuste orseis em couve sob condi¢cdes
de laboratorio e verificaram que a concentracdo de 30% (V/V) reduziu
significativamente o consumo foliar enquanto o 6leo essencial a 1% reduziu a
sobrevivéncia larval do inseto.

Em outro estudo, Batish et al. (2007) avaliaram a eficiéncia do p6 das folhas de
Tagetes minuta L. no controle de Echinochloa galli e Cyperus rotundus na cultura do

arroz, demonstrando seu efeito como bioherbicida.

2.2 Aspectos ecoldgicos e fitoquimicos de Tagetes minuta L.

A Tagetes minuta L. pertence a familia Asteraceae, que compreende 1.600
géneros e 25.000 espécies, sendo que no Brasil sdo conhecidos 180 géneros e 1.900
espécies. Dentro do género Tagetes sdao ainda muito conhecidas as espécies T.
erecta, T. luneta, T. patula, T. tenuifolia, especialmente por seu potencial ornamental
(LIMA; CARDOSO, 2007).

A T. minuta L., popularmente conhecida na Regido Sul do Brasil como
chinchilho, cravo-de-defunto, picdo do reino, vara-de-rojao, rabo-de-foguete, erva
fedorenta e caléndula selvagem, entre outros, é nativa da América do Sul, onde se
encontra aclimatada perfeitamente, tendo se tornado subespontanea (MOREIRA et
al., 2005).

O epiteto “minuta” faz referéncia ao tamanho das flores que sdo muito
pequenas quando comparadas com o tamanho da planta (SOUZA et al.,2000). Na

Figura 1 € mostrado um ramo de T. minuta em florescimento.
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Figura 1. Ramo de Tagetes minuta L. com capitulos florais. Embrapa Clima Temperado, Estagao

Experimental Cascata. Pelotas, RS, Maio/2016
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A planta se caracteriza como um subarbusto anual, de porte ereto e pouco
ramificado, com um a dois metros de altura. As folhas sdo compostas e as
inflorescéncias na forma de capitulos amarelos, reunidos em capitulos. Multiplica-se
facilmente por sementes e cresce naturalmente a partir da primavera, de forma
espontdnea em lavouras anuais ou perenes (LORENZI; MATOS, 2008). Nas
condices climaticas do Rio Grande do Sul apresenta germinacao na primavera e no
verdo, com ciclo em torno de 120 a 150 dias e a floracdo ocorrendo principalmente no
final do verao, atraindo diversas espécies de insetos inclusive, abelhas (KRUG, 2007).
Também é considerada como aromatica, podendo atrair insetos benéficos para os
cultivos, favorecendo a multifuncionalidade das plantas dentro dos sistemas de
producdo. Além disso, € rica em Oleos essenciais muito utilizados na industria
farmacéutica, produtos cosméticos, perfumes, aromatizantes, entre outros
(SHAHZADI, 2010).

Na medicina popular a T. minuta L. é utilizada como diurético, antiespasmaodico
para tratar problemas gastrointestinais, para infec¢des no peito e tosse, depurativo do
sangue, pele e feridas, derrame e convulsdes, sedativo, febrifugo, contra amenorreia

e vermifugo, picadas de cobras e insetos (SOUZA, 2010).



3 Material e métodos

3.1 Coleta de plantas de populacoes de T. minuta L.

As plantas de T. minuta foram coletados em propriedades agricolas familiares
localizadas nos municipios de Arroio do Padre, Cangucgu, Morro Redondo e Piratini. O
local foi definido através da indicacao dos agricultores sobre a ocorréncia na espécie
nas propriedades, a nomenclatura foi definida através do sobrenome dos
proprietarios.

A coleta dos materiais foi realizada através da observagéo visual prévia das
plantas que se apresentavam com no minimo 50 % dos capitulos florais abertos, foram
coletados em média 20 kilos de plantas, sendo realizada a coleta sempre no periodo
da manh4, evitando os dias posteriores as precipitacées pluviométricas. As plantas
foram encaminhadas para Estacdo Experimental Cascata- EEC para o processo de
separacao e logo apo6s a extracao do 6leo essencial.

Na Tabela 1 s&o apresentados informacdes relativas a cada coleta e na Figura

2 € mostrada a imagem espacial dos pontos coleta
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Tabela 1. Localizacao e descricao dos locais de coleta das populacdes de T. minuta L.

Populagbes Data Municipio Localidade Ge(ozgfé;fcijéas Ambiente de coleta
T 15/abril Cangugu CoII:;;:g;da 5321:327 VSV Lavoura de tabaco
K 16/abril  Morro Redondo 5321:::3371\/8\/ Lavoura de batatas
S 6/maio  Arroio do Padre C(E:I.Olse?gta 2210 22§VSV Lavoura de tabaco
L 10/maio  Arroio do Padre 221 2258VSV Lavoura de tabaco
R ramao Amosopae  CRSEC IS hessdenes
C 13/maio Piratini gg: g??VSV Lavoura de milho

s
1Cangugu

Pop; K
'3
Pop. R

WMorro Redondo

Pop#S

C
o Pop. L

Figura 2. Imagem dos locais de coleta das populagdes. Margo/2016.
Fonte: Google Earth.
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3.1.1 Extracao de 6leo essencial dos acessos

Apbs as coletas, as plantas dos acessos foram levadas para a Estacao
Experimental Cascata- Embrapa Clima temperado, para a extragao do 6leo essencial.
O o6leo essencial foi obtido a partir de flores, folhas e peciolos e ramos secundarios,
sendo retirados os ramos mais lenhosos e o caule principal.

A extragcédo foi realizada por meio de destilacdo tipo arraste a vapor, em
equipamento inox da marca Linax, com capacidade para 20 kg de plantas. Nesse
equipamento o vapor é gerado a partir de um compartimento agua localizado abaixo
da massa vegetal, sem contudo entrar em contato direto com ela. Ap6s a condensagéo
e separacao de fases do dleo essencial e da agua, o 6leo foi centrifugado e em
seguida retirada uma aliquota de 2 mL. Essa aliquota foi colocada em vial com
identificagdo do acesso e armazenado em freezer até o envio para a andlise

fitoquimicas. Para realizacao deste processo foi utilizado em média 20 kg de plantas.

3.1.2 Anadlise fitoquimica dos 6leos essenciais

A andlise fitoquimica do 6leo essencial foi realizada no Laboratério de Quimica
de Produtos Naturais, na Embrapa Agroindustria Tropicais, Fortaleza-CE. A
identificagdo dos constituintes do 6leo foi realizada em um instrumento CG-EM Agilent
7890B GC/5977A MSD, com impacto de elétrons a 70 eV, modo de injecdo com
divisdo de fluxo 1:30, gas carreador com fluxo 1,50 mL min-!, temperatura do injetor
250°C, temperatura da linha de transferéncia 250°C. A programacao do forno
cromatografico seguiu em temperatura inicial de 70°C com rampa de aquecimento de
4°C min™ até 180°C por 27,5 min, continuada por rampa de aquecimento de 10°C
min~ até 250°C, ao término da corrida (34,5 min). A identificacdo dos compostos foi
realizada pela analise dos padrdes de fragmentacdo exibidos nos espectros de
massas com aqueles presentes na base de dados fornecida pelo equipamento (NIST
versao 2.0- 287.324 compostos), bem como através da comparacéo dos seus indices
de retencdo com os de compostos conhecidos, obtidos por injecdo de uma mistura de
padroes, e de dados da literatura (ADAMS, 2009). A quantificacao foi feita através da
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normalizacao das areas relativas dos picos, obtidos por cromatografia em fase gasosa
acoplada a detector de ionizacao de chamas (CG-DIC). O equipamento utilizado foi
Shimadzu modelo CG-2010 Plus, coluna VF-5MS metilpolissiloxano (30 m x 0,25 mm
x 0,25 pm, Varian), modo de injegcdo com divisdo de fluxo 1:30, gas carreador
nitrogénio com fluxo 1,00 mL.min', temperatura do injetor 250°C, temperatura do
detector de 280°C. A programacao do forno cromatografico: temperatura inicial de
70°C com rampa de aguecimento de 4°C min-' até 180°C por 27,5 min, seguida por
rampa de aquecimento de 10°C min' até 250°C, ao término da corrida (34,5 min). A
identificagdo dos compostos foi realizada por meio da determinagéo dos seus indices
de retencéao através da injecao de uma mistura de uma série homoéloga de alcanos C7-
Cao.

3.2 Procedimento estatistico

As populagbées de T. minuta foram comparadas quanto a similaridade da
composigao quimica do seu 6leo essencial através da técnica multivariada conhecida
como escalonamento multidimensional ndo-métrico (NMDS). Para tanto, os dados
foram rodados no aplicativo Winkyst do software CANOCO 4.5, usando como indice
de similaridade a distancia de Bray-Curtis. Em seguida o arquivo foi aberto no software
CANOCO 4.5 e procedida a analise NMDS.

A analise componentes principais também realizada com auxilio do software
CANOCO 4.5. Nesse procedimento foram utilizadas como variaveis resposta apenas
0s compostos majoritarios o Oleo essencial com percentual superior a 1% e
consideradas como variaveis explicativas a data da coleta representado pelo dia
juliano, a temperatura média do ar no dia da coleta, a radiagao solar total no dia da
coleta e a precipitagéo pluviométrica acumulada nos dois dias anteriores e no dia da
coleta dos acessos. O valor das variaveis meteorologicas foi obtido no Laboratério de
Agrometeorologia da Embrapa Clima Temperado (Anexo A).



4 Resultados e discussao

4.1 Analise do 6leo essencial de Tagetes minuta L. de diferentes acessos

A andlise do éleo essencial de T. minuta L. identificou 15 compostos quimicos
nas seis populagdes coletadas (Tabela 2).

Cinco compostos, cis-tagetona, cis-B-ocimeno, dihidrotagetona, trans-tagetona
e limoneno, tiveram valor médio superior a 1% e representaram cerca de 96% da
composicao total do 6leo. O perfil fitoquimico do 6leo essencial pode ser afetado por
um grande numero de fatores, tais como estadio de desenvolvimento da planta,
condicbes ambientais e de cultivo, técnicas de colheita e de processamento pds-
colheita (GRAVEN et al., 1991; CHALCHAT; GARRY; MUHAYIMANA, 1995; DHAMI;
MISHRA, 2015; CORNELIUS; WYCLIFFE, 2016; SOSA et al., 2016). Além desses, 0
método de extracdo e os métodos e procedimentos de andlise do 6leo essencial
também contribuem para as variagdes observadas entre os diferentes estudos (BABU;
KAUL, 2007; VAZQUEZ et al., 2011).

Apesar disso, de forma geral, os compostos majoritarios encontrados nas
amostras coletadas coincidem com os relatados por outros autores, embora
assumindo percentuais e proporgdes diferentes. Cunha et al. (2016) analisaram o 6leo
essencial das inflorescéncias de T. minuta coletadas no més de abril no municipio de
ltaara, RS, e reportaram como majoritarios a cis-tagetona (40,37%), trans-tagetona
(29,50%), dihidrotagetona (7,57%), ocimeno (6,11%) e limoneno (3,99%). O dleo
essencial da parte aérea de T. minuta coletado em estadio reprodutivo no més de
marco na Provincia de Tucumam, Argentina, apresentou como majoritarios a cis-
tagetona (62,4%), cis-B-ocimeno (0,1%), trans-B-ocimeno (16,2%), dihidrotagetona
(10,3%), trans-tagetona (2,9%) e o limoneno (1,3%) (LOPEZ et al., 2011). Em outro
estudo também com amostras da Provincia de Tucumam, o 6leo essencial da parte
aérea apresentou uma composicao bastante semelhante para os majoritarios, com
53,2% de cis-tagetona, 19,9% de cis-p-ocimeno, 10,4% de dihidrotagetona, 3,0% de
trans-tagetona e 2,4% de limoneno (LIZARRAGA et al., 2017).



23

Tabela 2. Composicao quimica do 6leo essencial de diferentes populagbes de Tagetes minuta L.,

obtidos por arraste a vapor de folhas, flores e ramos secundarios, coletadas entre 15 de abril a 13 de

maio de 2015, Pelotas, RS. Valor entre parénteses representa o erro padrao da média.

) Populagoes )
Composicao (%) Média
IR* T K S L R C
Cis-tagetona 1158 28,29 32,25 43,02 15,10 40,77 39,59 33,17 (+4,27)
Cis-B-ocimeno 1039 20,66 28,27 34,61 25,58 35,07 35,07 29,88 (+2,47)
Dihidrotagetona 1054 29,49 19,50 11,28 37,59 14,03 14,78 21,11 (4,21)
Trans-tagetona 1148 7,72 5,93 3,89 4,14 3,90 4,45 5,00 (+0,63)
Limoneno 1035 9,53 7,53 4,04 12,88 3,33 3,41 6,79 (x1,59)
Biciclogermacreno 1510 1,04 1,89 0,54 0,11 0,48 0,36 0,74 (x0,26)
Sabineno 981 1,27 0,90 0,54 1,65 0,43 0,46 0,87 (x0,20)
Trans-B-ocimeno 1049 0,33 0,45 0,38 0,17 0,39 0,38 0,35 (+0,04)
B-cariofileno 1432 0,46 0,99 0,36 0,73 0,35 0,29 0,53 (x0,11)
7-epi-silfiperfol-5-eno 1354 0,34 0,89 0,26 0,64 0,32 0,22 0,44 (+0,11)
a-cariofileno 1466 0,46 0,90 0,32 0,74 0,30 0,24 0,49 (x0,11)
Octanal 1006 0,12 0,14 0,26 0,17 0,29 0,31 0,22 (+0,03)
a-felandreno 1012 0,18 0,19 0,27 0,26 0,18 0,27 0,22 (+0,02)
Trans-ocimenona 1245 0,11 0,12 0,21 0,09 0,13 0,13 0,13 (£0,02)
Etil 2-metilbutirato 948 0,02 0,05 0,02 0,13 0,04 0,04 0,05 (+0,02)
Data da coleta 15/abr 16/abr 6/mai 10/mai 12/mai 13/mai
Dia juliano 104 105 125 129 131 132
31°077S  31°31"S  31°28'S  31°28'S 31°31"S  31°28'S

Coord. geogréaficas

52°22° W 52°37°W  52°23' W  52°25°W  52°25 W  53°03' W

*IR, indice de retengéo relativo aos n-alcanos Ce—Cis.
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O Centro para a Promocéao de Importacbes, 6rgao ligado ao Ministério de
Negocios Estrangeiros da Holanda, especifica como um 6leo de T. minuta de boa
qualidade aquele que possui a seguinte composic¢ao: cis-B-ocimeno (40 a 55%), cis e
trans-ocimenona (10 a 30%), dihidrotagetona (5 a 20%), cis e trans-tagetona (5 a 20%)
e limoneno (3 a 9%) (CBI, 2015). De forma geral, todas as amostras apresentaram
baixos niveis de cis-B-ocimeno e altos niveis de cis e trans-tagetona. As populag¢des
K, R, S e C ficaram dentro do limite especificado para dihidrotagetona e limoneno,
enquanto a populacao L atendeu o limite da soma de cis e trans-tagetona (Tabela 3).
Esses resultados, em tese, ndo validam nenhum dos acessos coletados como de bom
potencial para o0 mercado europeu

Dentre os compostos majoritarios relacionado pelo CBI (2015), chama a
atencao que nas amostras coletadas ha baixo valor de trans-ocimenona e a auséncia
de cis-ocimenona. As ocimenonas (também conhecidas como tagetenonas) sao
monoterpenos oxigenados diretamente relacionados com diversas atividades
bioldgicas, tais como antioxidante (MAHMOUD, 2013; ALI et al., 2014), agente
alelopatico (SCRIVANTI; ZUNINO; ZYGADLO, 2003; LOPEZ; BONZANI; ZYGADLO,
2008), nematicida (MASSUH et al., 2017) e inseticida (TOMOVA; WATERHOUSE;
DOBERSKI, 2005).

Muitos estudos revelam a ocorréncia de ocimenonas como compostos
majoritarios no 6leo essencial de T. minuta, inclusive no Brasil. Em amostras de 6leo
essencial obtido da parte aérea de T. minuta cultivada em Florianépolis, SC, foram
identificados como majoritarios a cis-tagetona (24,24%), dihidrotagetona (16,65%),
cis-B-ocimeno (13,61%), trans-ocimenona (13,52%) e cis-ocimenona (10,06%)
(SPERANDIO, 2016). Em outros paises, como no Iémem, amostras de 6leo obtidas
de folhas apresentaram como majoritarios a trans-ocimenona (34,8%), a cis-
ocimenona (15,9%) e cis-p-ocimeno (8,3%) (ALI et al., 2014), enquanto na Provincia
de Cordoba, Argentina, o 6leo da planta inteira teve 32,3% de trans-ocimenona, 20,9%
de cis-ocimenona e 9,7% de dihidrotagetona (VAZQUEZ et al., 2011).
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Tabela 3. Atendimento do dleo essencial de diferentes populagdes de Tagetes minuta L. coletados em
municipios do sul do Rio Grande do Sul as especificacoes de qualidade do produto preconizadas pelo

Centro para a Promocéo de Importacdes, Ministério de Neg6cios Estrangeiros da Holanda

Populagbes
Parametros CBI Y%

T K S L R C
Cis-B-ocimeno 40-55 - - - - - -
(Cis+Trans)-ocimenona 10-30 - - - - - -
Dihidrotagetona 5-20 + = = 4+ = =
(Cis+trans)-tagetona 5-20 + + + = + +
Limoneno 3-9 + = = 4+ = =
Legenda: -, abaixo da especificacdo; + acima da

especificacdo; =, dentro da faixa especificada.
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Singh et al. (2016) sistematizaram informag¢des da composi¢cdo do Oleo
essencial de T. minuta obtido da planta inteira originario de diferentes paises e
afirmam que ha uma proporcionalidade de 2:1:1:1 entre os compostos majoritarios cis-
B-ocimeno, cis- e trans-ocimenonas, cis- e trans-tagetonas e dihidrotagetona,
respectivamente. Segundo os autores, o 6leo produzido no Brasil possui essa mesma
ordem decrescente de compostos majoritarios e se assemelha aos 6leos obtidos na
Franca e Hungria. Contudo, para tal afirmacdo, o unico trabalho referenciado é o
estudo pioneiro de Craveiro et al. (1988), que apenas identificaram cis-ocimenona
(11,1%) e trans-ocimenona (3,8%), além de ocimeno (48,4%), dihidrotagetona (8,6%),
cis-tagetona (7,2%) e trans-tagetona (1,8%), em uma amostra comercial de origem
desconhecida, enquanto em acessos naturais coletados em Jacobina, BA, e Triunfo,
PE, as ocimenonas sequer foram detectadas.

Independente da variagdo de concentragcdo e da presenga ou nao de
determinados compostos reportados na literatura consultada ou apontados como
indicativo de qualidade, nédo significa que o éleos caracterizados no presente estudo
nNao possuam ou possuam pouco valor bioldgico. Por exemplo, ao contrario das
ocimenonas e das tagetonas, a dihidrotagetona é estavel a luz e a temperatura e,
portanto mais interessante para o desenvolvimento de novos produtos na industria
farmacéutica e de perfumaria (JOSHI et al., 2005). Da mesma forma, 6leo essencial
da folha de T. erecta com predominancia de cis-f-ocimeno (42,2%) em relacdo as
ocimenonas (11,4%), apresentou significativa atividade antifungica e inseticida
(SINGH et al., 2003). Além disso, diversos trabalhos de revisdo tém elencado efeitos
bioldgicos do 6leo essencial de T. minuta com diferentes composi¢cdes e proporgcdes
dos compostos majoritarios nos mais diversos campos de aplicagdo, como agricultura,
veterinaria, farmacia, medicina, perfumaria e industria de alimentos (VASUDEVAN;
KASHYAP; SHARMA, 1997; SADIA et al.,, 2013; SCHIAVON et al.,, 2015;
CORNELIUS; WYCLIFFE, 2016; GAKUUBI et al., 2016; SANTOS et al., 2017).

A explicagdo para os baixos percentuais de ocimenonas nas amostras
analisadas pode estar no conceito de quimiotipo. Populagées distintas de uma mesma
espécie podem produzir 6leo essencial com caracteristicas diferenciadas tanto por
estimulos ambientais quanto por condigdes geograficas ou geolégicas que provocam
alteracbes nos caminhos biossintéticos dentro da sua perspectiva evolutiva
(SADGROVE; JONES, 2015). De forma mais simples, um quimiotipo € o fendtipo
quimico de uma espécie (DESJARDINS, 2008).
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A ocorréncia de quimiotipos de 6leo essencial de T. minuta ja é conhecida no
meio cientifico (BANSAL et al., 1999; GAKUUBI et al., 2016). Em Madagascar foram
identificados dois quimiotipos de T. minuta sendo um rico em derivados de tagetonas
e outro rico em derivados de terpenos (RAMAROSON-RAONIZAFINIMANANA et al.,
2009). Na Africa do Sul, os marcadores do quimiotipo 1 foram trans-tagetona,
dihidrotagetona e cis-tagetona e do quimiotipo 2 foram cis--ocimeno, cis- e trans-
ocimenona (TANKEU et al., 2013). Amostras do 6leo essencial de cultivos no Reino
Unido foram ricos em dihidrotagetona e tagetonas enquanto amostras do Egito e
Africa do Sul foram ricos em ocimeno e ocimenonas (SENATORE et al., 2004). Por
sua vez, Chalchat et al. (1995), conseguiram agrupar amostras de 6leo da Franca e
de Ruanda em quatro grupos: 6leos ricos em dihidrotagetona, éleos ricos em tagetona
e ocimenona, 6leo ricos em ocimenona e 6leos com composi¢cao heterogénea.

Gil et al. (2000) coletaram sementes de seis acessos de T. minuta de diferentes
locais da Argentina, cultivaram no mesmo ambiente e conseguiram identificar trés
quimiotipos de 6leo essencial: o quimiotipo 1 onde predominaram cis-f3-ocimeno,
dihidrotagetona, cis-tagetona, cis- e trans-ocimenona (entre 10 e 20%) e limoneno; no
quimiotipo 2 houve predominancia de dihidrotagetona (>50%), mas também com
valores elevados de cis-B-ocimeno e cis-tagetona (entre 15 e 20%) e com baixos
valores de cis- e trans-ocimenona (<5%); e no quimiotipo 3 predominando trans-B-
ocimeno (cerca de 35%) e a-felandreno (cerca de 30%).

Muitos estudos tém demonstrado a grande importancia de obter informagdes a
respeito das caracteristicas gerais, da diversidade e da estrutura genética, bem como,
o desempenho de populacdes de plantas com potencial uso medicinal frente a
diferentes condicoes bidticas e abibticas (ASSIS et al., 2015; HARISH et al., 2014;
HOELTGEBAUM et al., 2015; KAHILAINEN; PUURTINEM; KOTIAHO, 2014;
SANTANA; TORRES; BENEDITO, 2013).

Em Chamomilla recutita L., o teor de a-bisabolol e camazuleno € considerado
bastante variavel especialmente devido aos quimiotipos da espécie. No Brasil, a
camomila pertence a um quimiotipo cuja composicdo € uma mistura uniforme de
outros quimiotipos em outros paises (CORREA JUNIOR, 2008). O mesmo autor
também informa que ha diferenga entre adubagao mineral e organica na produgéo de
capitulos florais de camomila, tampouco na composicdo quimica do 6leo, sendo

exclusividade do fator genético a responsabilidade pela produgéo de principio ativo.
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Assim, é possivel inferir que o 6leo obtido nas amostras das seis populacdes
analisadas no presente estudo se enquadram melhor dentro do quimiotipo 2
identificado pelos autores. Apesar das amostras apresentarem uma uniformidade no
que diz respeito aos compostos majoritarios, corroborando a ideia de se tratar de
apenas um quimiotipo, uma anélise de ordenacéao espacial e de similaridade permitiu
identificar a ocorréncia de trés grupos (Figura 3).

Na anadlise NMDS permite representar as amostras em um espago de
ordenacao de multiplas dimensdes preservando a distancia com base na similaridade
entre elas. O Grupo 1, formado pelas populacées S, R e C, apresentou indice de
similaridade de 96%, enquanto no Grupo 2, com as populacdes K e T, esse valor foi
de 86%. A populacao L (Grupo 3), embora distante dos dois grupos, ainda apresentou
uma similaridade de 79% com o Grupo 2 e de 74% com o Grupo 1. O baixo valor de
stress indica que a andlise teve elevada fidelidade e baixa probabilidade de ma
interpretacédo da ordenacao.

Comparando os resultados da analise NMDS com a imagem dos locais de
coleta das populagdes (Figura 1), se observa que os acessos mais similares ndo séo
necessariamente os mais préximos em termos geograficos

Tal constatacdo demostra que nédo apenas as condicbes ambientais podem
influenciar a composicao do 6leo, mas também outros fatores, como o estadio
fenoldgico da colheita, técnicas de colheita e de processamento pds-colheita devem
ser levados em consideracao (DHAMI; MISHRA, 2015). Chamorro et al. (2008) néo
verificaram diferencas entre o 6leo proveniente de lugares distintos, mas entre as
partes da planta e seu estadio de desenvolvimento. Por sua vez, Kumar et al. (2014)
verificaram alteracées quando as plantas eram submetidas a diferentes graus de
sombreamento e densidade de cultivo.

As populacdes K e T classificados pela similaridade como grupo 2 possuem
distancia relativamente longa, sendo a populacdo K inclusive é mais préximo
geograficamente das outras populagdes. Contudo, K e T tiveram sua colheita
realizada em abril, respectivamente nos dias 15 e 16 enquanto os demais foram
colhidos no més de maio. A data de colheita, portanto pode ter influenciado a
composi¢do do 6leo em maior grau do que a propria distancia geogréfica e condi¢éo

ambiental.
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Figura 3. Escalonamento multidimensional ndo-métrico (NMDS) dos locais das populagdes de Tagetes
minuta L. (S, R, T, K, T e L), valor de stress (standardized residual sum of squares) e indice de

similaridade entre as amostras, utilizando o indice de Bray-Curtis.



30

A dissimilaridade da populacao L em relacao as populagcées do Grupo 1 possui
algumas peculiaridades, uma vez que as quatro populag¢des foram colhidos em um
intervalo curto de tempo (entre 6 e 13 de maio) e da populagao L ser geograficamente
proximo de S e R, mas distante de C. A populacdo L, ao contrario do demais, foi
coletado em uma area adjacente a lavoura onde o banco de sementes de T. minuta
nao foi estimulado a germinar pelo manejo do solo. Esse fato possivelmente atrasou
a germinacao dessa populagao, repercutindo no estadio fenolégico em relacdo aos
demais acessos coletados no mesmo periodo. As sementes de T. minuta, embebidas
e incubadas a 35°C por quatro dias e depois transferidas para 25°C na presenca de
luz, germinaram na taxa de 100% em 24 horas (FORSYTH; STADEN, 1983). O
preparo do solo no inicio da primavera expde as sementes a luz e a temperaturas
mais elevadas na superficie, que tendem a ser reduzidas por eventuais chuvas,
provocando a embebicao e criando as condi¢des ideais para germinacao. Logo, se
pode inferir que a populagdo do acesso L tenha iniciado a germinacao ap6s as dos
demais populacoes.

Para verificar como os compostos majoritarios com concentragdo acima de 1%
se correlacionaram e contribuiram para explicar as variagdes entre os acessos de T.
minuta foi realizada a andlise de componentes principais (Figura 4).

A analise componentes principais revelou que 0s cinco compostos majoritarios,
cis-tagetona, cis-B-ocimeno, dihidrotagetona, limoneno e trans-tagetona, explicaram
98,1% da variagdo existente no 6leo essencial dos acessos coletados, 78% dessa
variacao explicada no componente principal 1 (CP 1) e 21,1% no componente principal
2 (CP 2).

As populagbes R, S e C foram os que apresentaram os maiores teores de cis-
tagetona e cis-B-ocimeno e os menores de dihidrotagetona e limoneno. Ja os acessos
T e K apresentaram os maiores valores de trans-tagetona. Os valores mais elevados
de dihidrotagetona e limoneno ocorreram nos acessos L e T, enquanto o acesso K
teve valores préximos a média para esses compostos. O menor valor de cis-tagetona

foi verificado no acesso L.
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Figura 4. Analise de componentes principais de amostras de Oleo essencial de T. minuta L. de

diferentes populagdes (R, S, C, K, T e L), considerando apenas com os compostos majoritarios com

percentual acima de 1%, incluindo dados climaticos como variaveis explicativas. Pelotas, RS, abril a
maio de 2015. DC, data da coleta; Tm (DC), temperatura média do ar na data da coleta; RS (3 DC),

radiagdo solar total no dia da coleta (cal cm2 dia'); PP (3 2+DC), precipitagdo pluviométrica acumulada

nos dois dias anteriores e no dia da coleta.
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As variaveis explicativas, data de coleta, precipitacdo pluviométrica, radiacdo
solar e temperatura média do ar explicaram 94% das variagées na composicao dos
compostos majoritarios do éleo essencial, sendo 77,4% desse valor explicado no CP
1. A data de coleta (DC) apresentou uma correlagao positiva com os teores de cis-p3-
ocimeno, indicando quanto mais tarde ocorreu a coleta, maior foi o teor desse
composto. No entanto, o teor de cis-B-ocimeno abaixo da média ocorrido no acesso
L, além do possivel retardo na germinagdo mencionado anteriormente, também pode
ter sido afetado pela precipitagéo pluviométrica ocorrida nos dias que antecederam a
coleta. Nos trés dias que antecederam a coleta a precipitacdo acumulada foi de 154
mm, muito superior ao que ocorreu no acesso K, por exemplo, que foi de 17 mm.

A relacéao verificada entre os compostos majoritarios no 6leo essencial e a data
de coleta das populacbées de T. minuta apresentou a mesma tendéncia encontrada
em estudos onde a composicdo quimica determinada em estadios fenol6gicos
criteriosamente  definidos (MOGHADDAM; OMIDBIAGI; SEFIDKON, 2007;
CHAMORRO et al.,, 2012). Thappa et al. (1993) verificaram que o teor de
dihidrotagetona passou de 51% no surgimento dos botdes florais para 15% na
maturacdo dos aquénios, ao mesmo tempo em que cis--ocimeno passou de 18%
para 46%. Conforme Rao et al. (2000), a cis-B-ocimeno aumentou de 3,2% para 23,5%
entre fase vegetativa e a formacao de sementes enquanto a cis-tagetona passou de
1,9% para 13,5% e a dihidrotagetona de 54,3% para 29%, respectivamente.

O que pode explicar essa correlagdo inversa entre alguns dos compostos
majoritarios € o local preferencial de sintese. Cis-B-ocimeno é um composto que
ocorre de forma predominante nas flores enquanto a dihidrotagetona ocorre em maior
teor nas folhas (CHALCHAT; GARRY; MUHAYIMANA, 1995; CHAMORRO et al.,
2008; KUMAR et al., 2012). Assim, a medida que a planta avanca em seu estadio
vegetativo a relacdo entre biomassa de folhas e biomassa de flores é reduzida
(BANSAL et al., 1999; RAMESH; SINGH, 2008) e, como a producao de 6leo nas flores
€ maior do que nas folhas (KUMAR et al., 2012), a sua composi¢ao tende a prevalecer

Os dias com maior valor de radiacdo solar durante o ciclo da planta se
correlacionaram com maiores teores de cis-B-ocimeno e cis-tagetona e menores de
dihidrotagetona e limoneno. Kumar et al. (2010) conseguiram verificar que a producao
de dihidrotagetona nas folhas e de cis-B-ocimeno nas folhas e nas flores é
negativamente afetada pela redugéo da irradiacdo, enquanto o limoneno parece nao
ser muito influenciado.
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A temperatura média do ar, por sua vez, foi inversamente correlacionada com
a data de coleta, indicando que os maiores teores de trans-tagetona e, em menor grau,
de dihidrotagetona e limoneno, ocorreram nas amostras coletadas primeiro e sendo

gradativamente reduzidas nas amostras coletadas mais tarde.



5 Conclusao

A andlise fitoquimica do éleo essencial das diferentes populacdes de Tagetes
minuta L. coletadas permitiu verificar que tratam-se todos do mesmo quimiotipo e que
apresentam semelhanca com quimiotipos ja descritos na Argentina.

As diferencas observadas nas propor¢des dos cinco compostos majoritarios
das populagdes analisadas podem ser atribuidas em grande parte a data de colheita,
que, por sua vez, esta diretamente relacionada com o estadio de desenvolvimento,

especialmente durante a floragéo.
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Variaveis climaticas adquiridas adquirida pela Estagéo Climatologica localizada na
Embrapa Clima Temperado, Pelotas, RS (312 41'S, 52° 26' O, 57 m a.n.m)

Temperatura do ar (°C)

Precipitagao

Umidade relativa

Energia solar

Data Média Mdaxima Minima pluviométrica (mm) do ar (%) (cal cm? dia™)
10-abr-16 20,20 22,90 18,70 2,00 95,30 122,50
11-abr-16 19,60 20,60 19,20 42,40 96,50 61,30
12-abr-16 20,10 21,60 19,00 9,60 94,30 130,40
13-abr-16 22,40 25,40 20,10 4,80 93,50 108,60
14-abr-16 21,90 27,70 18,20 0,00 87,80 348,20
15-abr-16 24,80 32,20 20,40 0,00 87,50 313,40
16-abr-16 29,10 34,70 24,30 0,00 68,90 336,50
17-abr-16 26,60 34,80 21,90 0,00 85,10 276,70
18-abr-16 22,40 24,50 21,40 10,70 97,00 52,60
19-abr-16 23,70 29,50 21,50 29,70 93,60 179,90
20-abr-16 20,20 23,40 18,70 0,00 92,50 98,90
21-abr-16 18,80 22,40 14,90 32,00 96,80 79,90
22-abr-16 18,10 22,50 13,60 0,80 85,60 344,60
23-abr-16 23,50 28,10 19,70 3,00 86,10 290,50
24-abr-16 20,20 22,90 18,60 105,90 97,70 20,60
25-abr-16 18,10 21,20 15,10 23,10 97,10 79,80
26-abr-16 12,40 15,70 9,70 9,90 89,30 140,80
27-abr-16 9,80 13,30 7,70 0,00 75,50 368,70
28-abr-16 9,90 15,60 6,30 0,00 74,20 398,80
29-abr-16 9,80 14,60 6,10 0,00 79,40 181,50
30-abr-16 10,70 15,70 6,90 0,00 81,80 357,70
1-mai-16 10,90 18,60 6,00 0,00 79,80 376,40
2-mai-16 12,40 19,70 7,00 0,00 81,30 307,70
3-mai-16 12,50 14,80 9,90 6,40 92,10 95,20
4-mai-16 12,20 18,10 9,70 0,30 91,80 265,30
5-mai-16 12,90 17,90 8,70 0,30 88,60 294,10
6-mai-16 14,60 18,60 11,30 0,00 90,60 160,20
7-mai-16 16,00 20,70 13,50 0,50 91,30 166,60
8-mai-16 16,30 19,60 14,10 1,00 94,20 134,40
9-mai-16 17,30 18,60 16,30 61,50 97,50 76,00
10-mai-16 17,70 21,80 15,60 1,00 91,80 235,20
11-mai-16 13,10 15,80 10,80 0,00 89,70 69,00
12-mai-16 12,20 16,30 9,50 0,00 81,00 303,50
13-mai-16 13,50 17,60 10,00 0,00 92,40 140,10
14-mai-16 16,20 20,70 13,10 0,00 91,80 184,80
15-mai-16 15,50 16,70 14,00 67,60 97,50 16,50
16-mai-16 12,80 15,60 9,80 0,30 82,30 146,80




