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Técnica experimental

La curva de calibraciéon de flavonoides totales se construye graficando la
absorbancia de estandares conocidos frente a sus concentraciones. Esto permite
determinar las concentraciones de flavonoides en muestras de intereés,
expresandolas como equivalentes de un flavonoide de referencia, como quercetina
o rutina.

Nota: Para esta microtécnica, se recomienda preparar la curva de calibracion a una
concentracion de 0.27 mg/mL. Si se requieren absorbancias mayores, puede
prepararse una solucion madre mas concentrada.

1. Preparacién de la curva de calibracion

1.1. Preparacion de la solucién madre:
Disolver 2.7 mg de quercetina (0.0027 g) en 10 mL de metanol al 80%.

1.2. Preparacion de las soluciones de trabajo:
Tomar alicuotas de 50 pL, 100 pL, 175 pL, 250 pL y 350 pL de la solucién madre,
y aforar cada una a 10 mL con metanol al 80%.

1.3 Preparacion de la mezcla de reaccion (respetar el orden de adicion):
De cada solucién de trabajo tomar 500 L y agregar:

e 100 pL de cloruro de aluminio al 10% (preparado con metanol 80%).
e 100 pL de acetato de potasio 1 M (preparado con agua destilada)

e 1.5 mL de metanol al 80%.

e 2.8 mL de agua destilada.

1.4. Incubacion:
Dejar reposar durante 40 minutos a temperatura ambiente.

1.5. Medicion de la absorbancia:
Leer la absorbancia a 415 nm utilizando un espectrofotometro.
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2. Procesamiento del material vegetal

2.1. Preparacion del extracto inicial:
Disolver 25 mg de material vegetal seco en 500 pL o0 1000 de metanol pL al 80%

2.2. Extraccion asistida por ultrasonido:
Incubar el extracto a 70°C durante 1 hora en bafo ultrasénico.

2.3. Centrifugacion:
Centrifugar a 731 x g durante 13 minutos.

2.4. Preparacion de la muestra para la reaccion:

e Tomar 150 pL del sobrenadante y agregar 37 pL de metanol al 80%.
o De esta mezcla, tomar 50 uL y agregar:

o 100 pL de acetato de potasio 1 M,

o 100 pL de cloruro de aluminio al 10%,
o Aforar la mezcla final a 5 mL con agua destilada.

2.5. Incubacion:
Reposar 30 minutos a temperatura ambiente.

2.6. Medicion de la absorbancia:
Leer la absorbancia a 415 nm.



