Determinação de flavonóides totais
Preparo da amostra
Pesar aproximadamente 1 a 2 gramas da amostra, adicionar mistura etanol:água (1:1 v/v) até completar 20 g. Extrair em ultrassom por 10 min e homogeneizar bem. Centrifugar por 5 min a 3000 rpm e coletar 1 mL do sobrenadante para análise. Analisar a amostra de triplicata
Nota: Dependendo do teor de flavonóides realizar diluições do extrato com mistura etanol:água (1:1 v/v) ou reduzir a quantidade de amostra para não menos que 1 g.
Solução padrão
Solução padrão de epicatequina/catequina/quercetina: 1000 ppm (pesar 10 mg e dissolver com10 mL de metanol) conservar em congelador ou ultrafreezer.
Curva de calibração
Para construção da curva de calibração preparar seguindo a Tabela 1 em tubos de ensaio de aproximadamente 10 mL. 
Tabela 1. Curva de calibração para determinação de flavonóides totais.

	Ponto da curva
	Volume do padrão (µL)
	Volume de água
(µL)
	[flavonóide padrão] (ppm)
	Absorvância 510 nm

	Branco
	0
	1000
	0
	

	1
	20
	980
	
	

	2
	40
	960
	
	

	3
	60
	940
	
	

	4
	80
	920
	
	

	5
	100
	900
	
	

	6
	150
	850
	
	

	7
	200
	750
	
	


Análise 
Transferir 1 mL da solução padrão (Branco – 7) ou do extrato amostra para tubo de aproximadamente 10 mL, seguido de adição de 4 mL de água deionizada e 300 µL de solução 5 % (m/v) de NaNO2 deixar em repouso por 5 minutos. Posteriormente adicionar 300 µL de solução aquosa 10 % de AlCl3 (m/v), deixar em repouso por 5 minutos e adicionar 2 mL de solução 1 mol L-1 de NaOH. Realizar medidas em espectrofotômetro de UV visível em comprimento de onda de 510 nm e completar a Tabela 1 para a curva de calibração
Resultados
1) De acordo com a concentração do padrão de flavonóide preparado (estoque) calcular a concentração de cada ponto da curva de calibração considerando volume final de 1000 µL (1 mL) e completar a Tabela. 
2) Construa um gráfico de Abs x [flavonóide padrão] e gere a equação da reta, o R2 
3) Quantifique o teor de flavonóides totais de acordo com a equação da reta.
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Nota: Dependendo do teor de flavonóides realizar diluições do extrato com mistura etanol:água (1:1 v/v) ou reduzir a quantidade de amostra para não menos que 1 g.
Solução padrão
Solução padrão de epicatequina/catequina/quercetina: 1000 ppm (pesar 10 mg e dissolver com10 mL de metanol) conservar em congelador ou ultrafreezer.
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Para construção da curva de calibração preparar seguindo a Tabela 1 em tubos de ensaio de aproximadamente 10 mL. 
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	Ponto da curva
	Volume do padrão (µL)
	Volume de água
(µL)
	[flavonóide padrão] (ppm)
	Absorvância 510 nm
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	0
	1000
	0
	

	1
	20
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Análise 
Transferir 1 mL da solução padrão (Branco – 7) ou do extrato amostra para tubo de aproximadamente 10 mL, seguido de adição de 4 mL de água deionizada e 300 µL de solução 5 % (m/v) de NaNO2 deixar em repouso por 5 minutos. Posteriormente adicionar 300 µL de solução aquosa 10 % de AlCl3 (m/v), deixar em repouso por 5 minutos e adicionar 2 mL de solução 1 mol L-1 de NaOH. Realizar medidas em espectrofotômetro de UV visível em comprimento de onda de 510 nm e completar a Tabela 1 para a curva de calibração
Resultados
4) De acordo com a concentração do padrão de flavonóide preparado (estoque) calcular a concentração de cada ponto da curva de calibração considerando volume final de 1000 µL (1 mL) e completar a Tabela. 
5) Construa um gráfico de Abs x [flavonóide padrão] e gere a equação da reta, o R2 
6) Quantifique o teor de flavonóides totais de acordo com a equação da reta.
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