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RESUMO

Os cladódios de Opuntia dillenii apresentam uma composição rica em nutrientes e
compostos funcionais, destacando-se os compostos fenólicos, vitamina C, fibras
dietéticas e minerais. Por este motivo, os cladódios têm se tornado foco de diversos
estudos, contudo, informações na literatura sobre seu uso no desenvolvimento de
alimentos funcionais e suas atividades biológicas ainda são escassas e limitadas, o que
influencia na baixa popularidade desta cactácea na alimentação humana. Dessa forma,
este estudo teve como objetivo elaborar bebidas à base de cladódios de palma
adicionadas de prebióticos e tratadas com ultrassom e avaliar os parâmetros
físico-químicos, nutricionais e sensoriais, bem como a bioacessibilidade de compostos
fenólicos, e bioatividade das bebidas. Para isso, foram formuladas cinco bebidas:
controle sem tratamento (BC), controle tratada com ultrassom (BU), tratada com
ultrassom e adicionada de inulina (BIU), tratada com ultrassom e adicionada de
frutoligossacarídeos (BFU) e tratada com ultrassom e adicionada de polidextrose
(BPU). Posteriormente foram realizadas análises de determinação de fibras dietéticas,
pH, acidez, ácido ascórbico, clorofila, cor, perfil de açúcares, ácidos orgânicos e
oligossacarídeos, perfil e bioacessibilidade de compostos fenólicos, atividade
antioxidante pelos métodos ABTS, DPPH e FRAP e atividade antidiabética in vitro por
inibição enzimática (alfa-amilase e alfa-glicosidase) e qualidade sensorial. Observou-se
que a adição de prebióticos promoveu aumento de 10,44 a 20,70% do conteúdo de
fibras dietéticas totais. BPU apresentou a maior concentração e estabilidade dos
compostos fenólicos, ácido ascórbico, ácido fórmico e ácido málico durante todo o
tempo de armazenamento, além de aumentar o potencial e estabilidade da atividade
antioxidante, analisada pelo método FRAP. Ademais, a bebida adicionada de FOS
aumentou significativamente a taxa de bioacessibilidade de compostos fenólicos. O
tratamento com ultrassom intensificou as características sensoriais desejáveis das
bebidas, além de reduzir a intensidade das características sensoriais indesejáveis. Os
resultados mostraram que a bebida adicionada de polidextrose apresentou maior
preservação da estabilidade de compostos fenólicos e vitamina C ao longo de sua vida
útil, preservando sua funcionalidade e aumentando a aceitabilidade do produto.

Palavras-chave: cactáceas, compostos fenólicos, fibras dietéticas, bioacessibilidade,

atividade antidiabética, análise sensorial.



ABSTRACT

Opuntia dillenii cladodes have a composition rich in nutrients and functional
compounds, highlighting phenolic compounds, vitamin C, dietary fiber and minerals.
For this reason, cladodes have become the focus of several studies, however,
information in the literature about their use in the development of functional foods and
their biological activities is still scarce and limited, which influences the low popularity
of this cactus in human food. Therefore, this study aimed to develop beverages based on
palm cladodes added with prebiotics and treated with ultrasound and evaluate the
physicochemical, nutritional and sensory parameters, as well as the bioaccessibility of
phenolic compounds, and bioactivity of the beverages. For this, five beverages were
formulated: control without treatment (BC), control treated with ultrasound (BU),
treated with ultrasound and added inulin (BIU), treated with ultrasound and added
fructoligosaccharides (BFU) and treated with ultrasound and added of polydextrose
(BPU). Subsequently, analyses were carried out to determine dietary fiber, pH, acidity,
ascorbic acid, chlorophyll, color, sugar profile, organic acids and oligosaccharides,
profile and bioaccessibility of phenolic compounds, antioxidant activity by the ABTS,
DPPH and FRAP methods and antidiabetic activity in vitro by enzyme inhibition
(alpha-amylase and alpha-glucosidase) and sensorial quality. It was observed that the
addition of prebiotics promoted an increase of 10.44 to 20.70% in the total dietary fiber
content. BPU presented the highest concentration and stability of phenolic compounds,
ascorbic acid, formic acid and malic acid throughout the storage time, in addition to
increasing the potential and stability of antioxidant activity, analyzed by the FRAP
method. Furthermore, the beverage added with FOS significantly increased the
bioaccessibility rate of phenolic compounds. Ultrasound treatment intensified the
desirable sensory characteristics of the beverages, in addition to reducing the intensity
of undesirable sensory characteristics. The results showed that the beverage added with
polydextrose presented greater preservation of the stability of phenolic compounds and
vitamin C throughout its useful life, preserving its functionality and increasing the
acceptability of the product.

Keywords: cacti, phenolic compounds, dietary fiber, bioaccessibility, antidiabetic

activity, sensory analysis.
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1. INTRODUÇÃO

Opuntia, mais conhecida como palma, cacto de pera espinhosa ou cacto nopal,

pertence à família das angiospermas dicotiledôneas Cactaceae. Trata-se de uma planta

que apresenta bom desenvolvimento em regiões com climas árido e semiárido (Bhadane

et al., 2023).

Os cladódios de palma (Opuntia dillenii) apresentam, em sua composição,

diversos compostos com propriedades funcionais, dentre estes compostos se destacam

as fibras dietéticas, minerais (Bouhrim et al., 2021; Li et al., 2023), compostos

fenólicos, ácido ascórbico e outros compostos bioativos responsáveis por promover

efeitos benéficos à saúde (Rodrigues et al., 2023).

Embora seja abundante em regiões de climas árido e semiárido do Brasil e

promova efeitos benéficos à saúde que já foram cientificamente comprovados, a palma

ainda é um alimento pouco consumido neste país. Todavia, um estudo transcultural

realizado por Albuquerque et al. (2018) demonstrou que os brasileiros apresentam

interesse em consumir os produtos à base de palma, devido às suas propriedades

funcionais.

As aplicações alimentícias das diferentes estruturas que compõem as espécies de

Opuntia spp., incluindo cladódios, flores e frutos, estão sendo cada vez mais

investigadas, com o objetivo de proporcionar melhorias às características sensoriais e

tecnológicas de alguns alimentos, sendo utilizada como ingrediente no processamento

de farinhas (Chaloulos et al., 2021), cookies (Albuquerque et al., 2018; Nabil et al.,

2020), bebidas (Albuquerque et al., 2021), massas em geral (Palmieri et al., 2021) e

produtos probióticos (Taheur et al., 2020).

A preocupação em desenvolver produtos alimentícios funcionais tem sido uma

das principais tendências das indústrias de alimentos e farmacêutica. Essa preocupação

é justificada pela crescente busca, por consumidores mais conscientes, de produtos que

promovam efeitos benéficos à sua saúde e influenciem na sua qualidade de vida.

Inúmeros alimentos e nutracêuticos, contendo compostos bioativos e fibras prebióticas,

têm sido elaborados a fim de atender à demanda global por esses produtos (Costa et al.,

2019; Fernandes et al., 2020; Silva et al., 2020).

Além do interesse da indústria alimentícia em desenvolver produtos de alta

qualidade nutricional, visando atender o aumento da demanda de consumidores cada
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vez mais exigentes na busca por alimentos que promovam benefícios para a saúde, há

também a preocupação em desenvolver alimentos que apresentem segurança

microbiológica e características sensoriais agradáveis. Considerando estas

preocupações, a indústria de alimentos busca, de forma contínua, alternativas de

métodos de conservação de alimentos, dentre estes, ressaltam-se as tecnologias

emergentes, incluindo o ultrassom, que tem sido empregado visando a conservação de

alimentos e bebidas, de modo que as propriedades funcionais e sensoriais não sejam tão

afetadas (Albuquerque et al., 2021; Chacha et al., 2021; Wu et al.,2021).

O tratamento de bebidas com ultrassom tem demonstrado vantagens, quando

comparado a outros tratamentos térmicos, como a pasteurização. Estudos evidenciam

que o tratamento com ultrassom aumentou a liberação de compostos antioxidantes e

teve um efeito mínimo no conteúdo de fenólicos e ácido ascórbico e na atividade

antioxidante (Reyes-Hernandez et al.,2017; Albuquerque et al., 2021; Wu et al., 2021).

Neste sentido, o desenvolvimento de novos produtos com potencial funcional à

base de palma e a disponibilização de informações acerca das suas propriedades

nutricionais e funcionais pode incentivar a geração de renda e a cadeia produtiva

sustentável desta cactácea através de novas demandas de mercado.

Ademais, a aplicação da tecnologia emergente de ultrassom em alimentos

funcionais, exemplo do suco à base dos cladódios de palma, está diretamente

relacionada às necessidades e tendências do mercado consumidor, que apresenta uma

população preocupada com a redução no uso de aditivos alimentares e com a

manutenção da qualidade microbiológica, sensorial e nutricional dos produtos (Siddiqui

et al., 2022).

Dessa forma, este estudo tem como objetivo avaliar os efeitos do tratamento

com ultrassom e da adição de prebióticos (inulina, oligofrutose ou polidextrose) nas

características físico-químicas, compostos bioativos, bioacessibilidade de compostos

fenólicos, atividade antioxidante e antidiabética, e qualidade sensorial de bebidas

elaboradas à base de cladódios de palma (Opuntia dillenii).
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2. REFERENCIAL TEÓRICO

2.1 PALMA (Opuntia dillenii)

As espécies de Opuntia apresentam grande relevância em termos nutricionais e

farmacológicos. A palma forrageira, em sua integralidade, tem se tornado cada vez mais

popular pelo destaque de seu valor nutricional, apresentando uma composição rica em

fibras dietéticas, vitaminas, minerais e compostos bioativos, incluindo fenólicos e

flavonoides, capazes de exercer inúmeros benefícios à saúde (Barba et al., 2022; Bahkar

et al., 2020).

Quase todas as espécies de Opuntia spp. possuem hastes planas denominadas

cladódios (pás), sendo considerada a variação mais comum a palma forrageira (nopal).

Os frutos deste cacto, conhecidos como frutos de cacto de pera ou pêra espinhosa se

apresentam em formato oval com uma grande quantidade de sementes e uma casca

semi-dura que contém espinhos, e podem apresentar cores diferentes, incluindo

vermelho, roxo, laranja, amarelo e branco. O México é o principal país produtor de

frutas de palma de cacto, representando mais de 45% da produção mundial; no entanto,

apenas 1,5% dessa produção é exportada (Farias et al., 2023). Os cladódios, sementes,

flores e fruto da palma forrageira são utilizados durante muito tempo na medicina

tradicional, como tratamento para diversas doenças, como diabetes, doenças hepáticas e

gástricas (Madrigal-Santillán et al., 2014; Mohamed et al., 2023).

As diferentes partes que constituem a palma, incluindo os cladódios, são

consideradas como uma fonte rica de compostos bioativos, principalmente fenólicos,

flavonoides e betalaínas (Barba et al., 2022; Prisa, 2023). Um estudo conduzido por

Chougui et al. (2015) demonstrou que o extrato hidroetanólico das casas de palma

espinhosa (Opuntia-ficus-indica) apresentou um perfil rico em compostos fenólicos

(1512,58 mg de GAE / 100 g DM). Dezesseis compostos pertencentes aos grupos ácido

hidroxilbenzóico, ácidos hidroxicinâmicos e flavonoides foram detectados (Eman et al.,

2017).

Opuntia dillenii (Ker Gawl.) Haw. destaca-se pela abundância de compostos

bioativos e nutrientes presentes em sua composição. Os cladódios do cacto contêm

vitaminas, antioxidantes e vários flavonoides, reconhecidos por promoverem atividades

biológicas, especialmente atividades antioxidantes, anti-inflamatórias,

antiateroscleróticas, anti-hiperlipidêmicas, analgésicas, gastroprotetoras e antidiabéticas
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(Wang et al., 2015; Siddiqui et al., 2016; Bouhrim et al., 2021; Li et al., 2023;

Abdelkader et al., 2023).

Figura 1. Cladódios de Opuntia dillenii

Fonte: Próprio autor, 2023.

México, Argentina, Peru, Bolívia, Brasil, Estados Unidos (Texas), Espanha,

Itália, África (Marrocos, Tunísia, Eritreia, Etiópia) e África do Sul são países em que o

cultivo desses cactos é popular (Bakour et al.,2017).

Em países, especialmente o México, e em algumas regiões dos Estados Unidos,

o consumo de palma já se tornou parte da cultura alimentar. Na maturação inicial, a

palma é consumida em saladas, molhos, sopas, guisados, snacks, bebidas e sobremesas.

Quando maduro, este cacto é muito utilizado na alimentação animal (Mendez et al.,

2015).

No Brasil, os cladódios da palma são popularmente utilizados como ração

animal, principalmente na região Nordeste, em que o clima semi-árido é predominante.

Mesmo sendo um vegetal abundante na região, a palma não é popular no consumo

alimentar humano (Nascimento et al., 2011). Todavia, estudos indicaram que os

brasileiros apresentam interesse em introduzir a palma na alimentação, considerando,

especialmente, suas propriedades nutricionais (Albuquerque et al., 2022).

2.2 COMPONENTES PREBIÓTICOS
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Os prebióticos são componentes alimentares não viáveis que proporcionam fonte

seletiva de carbono fermentável para o crescimento e/ou atividade metabólica de

microrganismos benéficos da microbiota intestinal, em particular, bactérias probióticas,

promovendo benefícios à saúde do hospedeiro, que estão relacionados à modulação da

microbiota (Leddomado et al., 2021; Ji et al., 2023). Para que um componente alimentar

seja considerado como prebiótico, é necessário que apresente resistência aos processos

de digestão, absorção e adsorção do hospedeiro; seja fermentado pela microbiota do

trato gastrintestinal; estimule seletivamente o crescimento e/ou atividade metabólica de

uma quantidade de bactérias no trato gastrointestinal, modificando a microbiota do

cólon, favorecendo uma microbiota majoritariamente saudável (Hueda, 2017).

Entre os componentes prebióticos, destacam-se as fibras dietéticas, os

oligossacarídeos e os compostos fenólicos, que estão presentes na composição de uma

ampla variedade de vegetais. As fibras dietéticas, encontradas em plantas, podem

promover ação prebiótica, ou seja, sua porção comestível ou carboidratos análogos,

apresentam resistência ao processo digestivo e absorção no intestino delgado, com

processo fermentativo completo ou parcial no intestino grosso. Estas fibras podem ser

classificadas como insolúveis, a exemplo da celulose, lignina e algumas hemiceluloses,

ou solúveis em água, como grande parte das pectinas, mucilagens e gomas (Kaur et al.,

2021).

Inulina, FOS (frutoligossacarídeo), GOS (galactoligossacarídeo), lactulose, e

polidextrose são classificados prebióticos, enquanto isomaltoligossacarideos, XOS

(xiloligossacarídeo) e lactitol são classificados como prebióticos emergentes. Os

primeiros oligossacarídeos conhecidos comercialmente como prebióticos, foram os

FOS, GOS e a inulina (Guo et al., 2019), por serem obtidos, de formas mais práticas e

acessíveis, de alimentos (Bajury et al., 2018).

Quando os prebióticos chegam ao cólon, particularmente na porção proximal,

passam por um processo de degradação primária por bactérias para oligossacarídeos e

monossacarídeos e pequenos compostos fenólicos, respectivamente (Hueda, 2017). Os

compostos finais do metabolismo da microbiota de prebióticos são, fundamentalmente,

os ácidos graxos de cadeia curta (AGCC), incluindo ácido acético, propiônico, lático e

butírico, que são utilizados pelo organismo hospedeiro como fontes de energia, atuam

na inibição de patógenos entéricos e intensificam a biodisponibilidade de minerais

(Ambalam et al., 2015; Facchin et al., 2024).
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A inulina é um polissacarídeo de armazenamento (Morreale et al., 2019; Kiewiet

et al., 2021), reconhecido pela Associação Científica Internacional de Probióticos e

Prebióticos (ISAPP) como prebiótico. Plantas que possuem uma composição rica em

inulina, constituem parte da alimentação diária de indivíduos de diversos países. Por

promover diversos benefícios à saúde, a inulina é reconhecida como alimento funcional.

Seu potencial prebiótico é justificado por seu alto grau de polimerização (Singh; Singh;

Larroche, 2019).

Considerando o comprimento da cadeia ou grau de polimerização, os frutanos do

tipo inulina são separados em subcategorias em relação ao comprimento e podem ser

divididos de acordo com suas cadeias de unidades de frutose: pequena (3-5), média

(6-10) e longa (11-60) (Vogt et al., 2015). O grau de polimerização está relacionado,

principalmente, a fatores como a fonte vegetal, tempo de colheita, condição climática,

estação de crescimento e armazenamento. Considera-se que o hidrolisado

monossacarídeo apresenta maior facilidade de fermentação quando comparado ao

polissacarídeo, e os diferentes graus de polimerização afetam a taxa de fermentação

(Man et al., 2021).

A configuração β da inulina atribui, a esse tipo de frutano, resistência à ação das

enzimas do trato digestivo superior, permitindo que a inulina chegue, parcialmente

digeridos ou não digeridos, ao intestino grosso, viabilizando sua fermentação, de forma

seletiva, por bactérias benéficas que colonizam o intestino grosso (Morrealea;

Benavent-Gila; Rosell, 2019). O baixo grau de polimerização, entre 3 e 10, possibilita

que as inulinas sejam fermentadas rapidamente no cólon proximal, enquanto o alto grau

de polimerização, quando maior que 20, permite que ela apresente maior resistência à

fermentação intestinal e, como resultado, exerça uma atividade inferior. Nestas

condições, o processo de metabolização ocorre no cólon distal (Pang et al., 2019).

A ação dos prebióticos é afetada pelo grau de polimerização destes que, quando

alto, propicia uma maior colonização e diversidade de microrganismos probióticos,

além de promover acidificação do cólon, afetando a composição da microbiota intestinal

e, consequentemente, seu metabolismo (Man et al., 2021; Astó et al., 2019). Pesquisas

recentes evidenciam que a introdução de uma quantidade adequada de fibras

alimentares na dieta pode ser considerada como uma estratégia de prevenção primária

contra o risco dos principais tipos de doenças não transmissíveis (Morrealea;

Benavent-Gila; Rosell, 2019; Waddell; Orfila, 2023).
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A ingestão de fibras é uma estratégia eficaz de modular a composição da

microbiota, melhorar respostas imunológicas, a saúde intestinal e regular níveis de

insulina, glicemia e lipídeos séricos (Schaafsma; Slavin, 2015; Ni et al., 2017; Kiewiet

et al., 2021; Waddell; Orfila, 2023).

Entre os benefícios promovidos pela inulina, destacam-se sua ação no

metabolismo de lipídios, na absorção de íons minerais no intestino, regulação do

controle glicêmico e prevenção da obesidade. Partes que compõem plantas, incluindo

Dahlia pinnata (Dahlia), Taraxacum officinale (dente de leão), Asparagus officinalis

(aspargos), Helianthus tuberosus (alcachofra de Jerusalém), Cichorium intybus

(chicória), são exemplos de vegetais que contém uma alta quantidade de inulina (Singh;

Singh; Larroche, 2019).

O uso combinado de inulina e FOS é capaz de promover a homeostase da

microbiota intestinal humana, através do estímulo do crescimento de bactérias bífidas

no intestino humano, que proporcionam inúmeros benefícios à saúde (Singh; Singh;

Larroche, 2019).

Os prebióticos oligofrutose e o FOS são capazes de reter maiores concentrações

de água, quando comparados à inulina (Ozturkoglu-Budak, et al., 2019; Man et al.,

2021). A oligofrutose é um frutano encontrado na natureza como carboidrato de

armazenamento de plantas. A oligrofutose é formada quando a inulina passa pelo

processo de hidrólise com duas a dez unidades de monossacarídeo, podendo apresentar

uma unidade de glicose no final da cadeia (Sanyal et al., 2023).

Por sua vez, a polidextrose é uma fibra dietética solúvel em água com conteúdo

calórico de 1 kcal/g, é considerada um carboidrato complexo composto por glicose,

ácido cítrico e sorbitol. Trata-se de um prebiótico não digerível, que possui ação laxante

e promove efeitos na regulação dos níveis de glicemia e colesterol (Veena; Nath; Arora,

201; Huang et al., 2020). Além disso, a polidextrose estimula a peristalse intestinal e

aumenta frequência de defecação, esse aumento pode ser justificado pela capacidade

que este prebiótico possui de aumentar o volume fecal, tornando a consistência do bolo

fecal mais macia (Ibarra et al., 2019).

Ademais, a polidextrose possui propriedades tecnológicas, entre elas a

capacidade de formação de um gel altamente viscoso, característica que contribui para a

cremosidade e palatabilidade de alguns alimentos e, devido a estas propriedades, é

utilizada em alguns produtos lácteos, como substituto de gordura (Huang et al., 2020).
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Diante dos benefícios comprovados, estudos com produtos enriquecidos com

prebióticos têm sido desenvolvidos, dentre estes produtos, bebidas adicionadas de

prebióticos têm se destacado, incluindo suco de laranja enriquecido com

xilooligossacarídeos (Silva et al. 2020), suco de maçã adicionado de inulina (Strieder et

al., 2023), sucos de morango adicionados de inulina e oligofrutose (Cassani; Tomadoni;

Del Rosario Moreira, 2020).

Os compostos fenólicos são compostos bioativos e estão presentes na

composição dos vegetais. Os polifenois podem ser metabolizados pela microbiota

intestinal, esse processo pode torná-los mais biologicamente ativos, quando comparados

aos compostos primários, aumentando também sua bioacessibilidade. Os compostos

fenólicos são capazes de estimular o crescimento seletivo de alguns grupos específicos

de microorganismos benéficos a microbiota intestinal (Danneskiold-Samsøe et al.,

2019).

Estes compostos são conhecidos por promoverem diversos benefícios à saúde,

que podem ser justificados por suas atividades biológicas, que auxiliam na manutenção

da saúde e na proteção do organismo, incluindo atividades imunomoduladoras,

antioxidantes, antiinflamatórias, antidiabéticas e anticarcinogênicas (Giraldo-Silva et

al., 2023; Lu et al., 2023; Wang et al., 2023; Santiago et al., 2018).

2.3 USO DE ULTRASSOM COMO MÉTODO DE CONSERVAÇÃO DE

ALIMENTOS E BEBIDAS

Na área de desenvolvimento e processamento de bebidas não alcoólicas, o

processamento térmico apresenta maior aplicabilidade, sendo utilizado com o objetivo

de garantir qualidade microbiológica e aumentar a vida útil das bebidas.

(Azizi-Lalabadi; Moghaddam; Jafari, 2023).

O tratamento térmico de pasteurização é o método de conservação padrão

utilizado para preservar a qualidade deste tipo de produto durante sua vida útil, todavia,

este método afeta negativamente as propriedades nutricionais desses alimentos, isso

ocorre devido às reações de escurecimento e perda significativa de nutrientes

termossensíveis, como os compostos fenólicos, que são afetados pela alta temperatura

empregada (Margean et al., 2020). Além de promover perda de valor nutricional, este
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tipo de processamento também pode modificar as características sensoriais (textura,

sabor, cor e cheiro) de forma indesejada (Shaik; Chakraborty, 2023).

Figura 2. Aplicabilidade da tecnologia de ultrassom em alimentos e bebidas

Fonte: Próprio autor, 2023.

Diante da busca de métodos de conservação que garantam a qualidade

microbiológica dos alimentos e promovam perdas mínimas do valor nutricional e

características sensoriais desejáveis, as tecnologias emergentes de conservação,

incluindo o ultrassom, passaram a receber maior atenção (Lisboa et al., 2024).

O tratamento com ultrassom é utilizado nos ramos da medicina, indústria

química e engenharia, desde o início do século XX, entretanto seu uso em alimentos só

iniciou em meados do século XX (Alves et al., 2013). Este método pode substituir

algumas técnicas convencionais de processamento, promovendo efeitos de

emulsificação, homogeneização, esterilização e desgaseificação, bem como também

pode ser utilizado para intensificar e/ou acelerar técnicas tradicionais de extração,

congelamento, descongelamento, filtração, secagem ou desidratação (Singla; Sit, 2021).

O processo de sonicação, pela utilização do ultrassom, tem como base o

fenômeno de cavitação, que consiste em movimentos de compressão e descompressão

de moléculas que integram o meio, cujo colapso destas moléculas resulta em uma

implosão, que gera energia, podendo aumentar a reatividade química no meio

(Sulaiman; Silva, 2023). O ultrassom emite ondas sonoras de alta frequência, que

quando transmitidas através de um material líquido, sólido ou gás com propriedades
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elásticas, se movem em uma velocidade relativa, que depende da natureza e

comprimento da onda e do tipo de material de propagação (Margean et al., 2020).

Figura 3. Efeitos mecânicos do tratamento com ultrassom

Fonte: Adaptado de Astráin-Redín et al., 2021.

O banho ultrassônico se baseia em um tanque de água, que pode conter um ou

mais transdutores ultrassônicos, opera em uma frequência fixa e é equipado com um

dispositivo que monitora e controla a temperatura. A estrutura do banho ultrassônico

permite que mais de uma amostra seja manuseada, de forma simultânea, de forma

simples e com riscos químicos e físicos reduzidos (Chemat et al., 2017). Existem três

faixas de frequência e potência em que o ultrassom pode operar: ultrassom de alta

potência (16–100 kHz), ultrassom de alta frequência (100 kHz - 1MHz) e ultrassom de

diagnóstico (1–10 MHz) (Margean et al., 2020).

A finalidade da aplicabilidade do ultrassom na área de ciência e tecnologia de

alimentos é de promover melhorias na qualidade microbiológica, nutricional e sensorial

dos produtos alimentícios, aumentando, assim, a vida útil destes produtos (Altemimi et

al., 2015; Margean et al., 2020). O ultrassom é uma tecnologia emergente que, diferente

do processamento térmico, não compromete, de forma significativa, os atributos

nutricionais e sensoriais, além de estender a vida útil de alimentos em geral (Ahmad et

al., 2023). Ademais, essa tecnologia tem como outras vantagens a redução do tempo de
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processamento, o custo relativamente baixo, além de ser ecologicamente sustentável

(Mason; Paniwnyk; Lorimer, 1996).

O ultrassom de alta frequência, em frequências superiores a 100 kHz, é um

processo não invasivo, que pode ser empregado para monitorar processos alimentares e

para avaliar as propriedades físico-químicas dos alimentos, enquanto o ultrassom de alta

potência, com frequências entre 16–100 kHz, causa efeitos físicos, mecânicos e

químicos e pode oferecer insights sobre a estabilidade em longo prazo de sucos de

frutas (Zadeike; Degutyte, 2023).

Um estudo realizado por Dias et al. (2015), avaliou parâmetros de um suco de

graviola tratado com ultrassom, em níveis de amplitude variando de 20 a 100% da

potência total de entrada (500 W), na frequência constante de 19 kHz por diferentes

tempos (2 e 10 min). Nos resultados do estudo, verificou-se a redução da atividade

enzimática da enzima polifenoloxidase (PPO), pequenas alterações de cor e uma

significativa retenção de compostos fenólicos foi verificada no tratamento com

ultrassom de maior intensidade (Dias et al., 2015). Outros estudos realizados avaliando

o efeito do tratamento com ultrassom em sucos de frutos corroboram o estudo citado,

evidenciando as vantagens deste tipo de tratamento (Roobab et al., 2023).

Um estudo realizado por Shaik & Chakraborty, que analisou a estabilidade de

suco de limão tratado com ultrassom, demonstrou que o tratamento foi capaz de garantir

a qualidade microbiológica do suco, inibir significativamente a atividade da enzima

polifenoloxidase (PPO), promoveu o aumento do conteúdo de fenólicos, atividade

antioxidante e vitamina C em 16,7%, 10,7% e 14,1%, respectivamente.

Uma pesquisa com bebidas elaboradas à base dos cladódios de palma (Opuntia

fícus-indica) demonstrou efeitos positivos nas bebidas que foram submetidas ao

tratamento com ultrassom (42 kHz, potência 240 W nos tempos 10, 20 e 40 min). Os

dados demonstraram que a bebida submetida a 40 minutos de ultrassom apresentou

maiores concentrações de oligossacarídeos, ácidos orgânicos, ácido ascórbico, minerais,

compostos fenólicos e atividade antioxidante ao longo da vida de prateleira, em

comparação à bebida de palma controle (não tratada com ultrassom) e à bebida

pasteurizada. Ademais, o ultrassom promoveu uma maior aceitação das bebidas tratadas

com ultrassom em todos os tempos de tratamento ao longo da vida de prateleira

(Albuquerque et al., 2021).

Outros estudos que avaliaram o efeito do tratamento com ultrassom em sucos de

tomate (Lafarga et al., 2019), abóbora (Demir; Kilinc, 2019), mirtilo (Wu et al., 2021),
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kiwi (Bhutkar et al., 2024), frutos da palma (Cruz-Cansino et al., 2016) corroboraram

resultados dos estudos anteriormente citados, evidenciando as vantagens deste tipo de

tratamento (Roobab et al., 2023).

Diante das informações reportadas na literatura, verifica-se que o tratamento

com um ultrassom se trata de uma técnica promissora para preservar compostos

bioativos e potenciais atividades biológicas, bem como melhorar a qualidade nutricional

e sensorial destes produtos durante seu processamento e vida útil (Albuquerque et al.,

2021) além de ser apontada como uma tecnologia eficaz para assegurar a qualidade

microbiológica, sensorial e nutricional durante o processamento de sucos com caráter

funcional (Gomes et al., 2017). Um alimento com potencial funcional se refere à

alegação relativa ao papel metabólico ou fisiológico que a matriz alimentar/nutriente

tem no crescimento, desenvolvimento, manutenção e em outras funções normais do

organismo humano, apresentando diversas atividades biológicas, promovendo efeitos

benéficos para a saúde (Yuan et al., 2024).
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3. MATERIAL E MÉTODOS

3.1 COLETA DE CLADÓDIOS DE PALMA E LOCAL DE EXECUÇÃO DA

PESQUISA

A coleta de cladódios de palma foi realizada em uma área de cultivo na cidade

de Cuité (Latitude: 06º 29' 01" S, Longitude: 36º 09' 13" W), localizada na Paraíba. Os

cladódios foram colhidos após 45 dias da brotação, pela manhã, às 6-7 horas, entre os

meses de julho a outubro de 2021 e transportadas em condições adequadas de

refrigeração. Estas amostras foram transportadas com os espinhos, em temperatura

ambiente e ao abrigo da luz até João Pessoa, Paraíba. Foram considerados como

critérios de seleção dos cladódios: integridade física e características padrões de cor e

tamanho dos cladódios relacionadas à espécie e ao tempo de brotamento determinado. A

palma da espécie Opuntia dillenii foi identificada pelo professor botânico Rubens

Teixeira de Queiroz e teve sua identificação depositada (n. JPB66980) no Herbário

Lauro Pires Xavier da Universidade Federal da Paraíba (UFPB).

A elaboração das bebidas e análises de pH, acidez titulável e cor foram

realizadas no Laboratório de Técnica Dietética do Centro de Ciências da Saúde

(CCS/UFPB). As análises de vitamina C, clorofila e atividade antioxidante foram

executadas no Laboratório de Físico-Química do Centro de Tecnologia e

Desenvolvimento Regional (CTDR/UFPB). As análises cromatográficas de compostos

fenólicos, ácidos orgânicos e açúcares foram desenvolvidas no Laboratório de Bebidas

(IFSertãoPE). A análise de atividade antidiabética foi realizada no Laboratório de

Processo de Alimentos (IFPR). As análises de determinação de fibras e

bioacessibilidade de compostos fenólicos foram realizadas no Laboratório de Processos

Microbianos de Alimentos e a análise sensorial foi conduzida no Laboratório de Leite e

derivados, ambos localizados no Centro de Tecnologia (CT/UFPB).

3.2 ELABORAÇÃO DE BEBIDAS À BASE DE PALMA

Os cladódios de palma foram previamente higienizados com água corrente e

sanitizados com imersão em água clorada 200 ppm por 15 min e posterior enxágue. Em

seguida, foi realizada a retirada manual dos espinhos, corte dos cladódios em cubos
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uniformes e imersão em água com sal refinado 0,9% por 50 minutos para a remoção do

excesso de mucilagem (Albuquerque, 2021; Albuquerque et al., 2022).

Para o processo de preparação da bebida (Figura 2), os cladódios de palma foram

moídos em extrator de suco comercial (Skymsen ©, modelo EXB-N INOX, São Paulo,

Brasil) por cinco minutos, em uma proporção de 3:1 entre palma e água (densidade =

1,075 ± 0,12), considerando que esta foi a proporção que demonstrou os melhores

resultados para as características tecnológicas da bebida, como aparência, consistência e

uniformidade (Albuquerque et al., 2021). Em seguida, foram elaborados cinco tipos de

bebidas:

● Bebida BC: bebida à base dos cladódios de palma sem tratamento;

● Bebida BU: bebida à base dos cladódios de palma tratada com ultrassom; 

● Bebida BIU: bebida à base dos cladódios de palma, com adição de 2,5% de

inulina de cadeia média e tratada com ultrassom.

● Bebida BFU: bebida à base dos cladódios de palma, com adição de 2,5% de

frutooligossacarídeos e tratada com ultrassom.

● Bebida BPU: bebida à base dos cladódios de palma, com 2,5% de polidextrose e

tratada com ultrassom.

Figura 4. Processo de elaboração das bebidas de cladódio de palma

Etapas do processamento e elaboração das bebidas - 1: Higienização e sanitização dos cladódios; 2:
Remoção dos espinhos; 3: Corte dos cladódios e remoção da mucilagem por imersão em solução salina;
4: Bebida obtida após ser submetida ao processo de liquidificação; 5: Elaboração das 5 formulações das
bebidas de palma.
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Fonte: Próprio autor, 2023.

A determinação da quantidade de componente prebiótico adicionado (inulina,

frutooligossacarídeos e polidextrose) foi de 2,5 g/100 mL por porção de bebida, foi

baseada em estudo prévio que recomendou uma ingestão diária de 2 a 4 g de prebióticos

(Closa-Monasterolo et al., 2017) e na legislação brasileira que atribui 2,5 g destes

componentes, por porção, para usar a reivindicação da alegação de funcionalidade para

a saúde (ANVISA, 2019).

O tratamento com ultrassom foi realizado em sistema de banho ultrassônico com

termostato (Unique©, modelo USC-2850A, São Paulo, Brasil), na frequência de 25 kHz

e potência ultrassônica de 240 W (Albuquerque et al., 2021). Todo o processo foi

realizado ao abrigo da luz e o equipamento de ultrassom com circulação de água foi

utilizado para a manutenção da temperatura estável a ±30°C. Por fim, as bebidas foram

imediatamente resfriadas por imersão em banho de água gelada após os tratamentos e

armazenadas em frascos plásticos de polipropileno a 4°C para a realização das análises

(Figura 3) (Albuquerque et al., 2021).

Figura 5. Desenho experimental do processamento das bebidas de palma

Fonte: Próprio autor, 2023.

3.3 ANÁLISES TECNOLÓGICAS

O pH foi determinado em um potenciômetro digital (Modelo Q400, Quimis®,

Diadema, São Paulo). Para avaliação da acidez total titulável, foi realizada a

neutralização da amostra com solução padrão de NaOH 0,1 N sendo determinada pelo

método de titulometria (AOAC, 2019).
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Para análise da cor instrumental foi utilizado o colorímetro Minolta (Modelo

CR- 300, utilizando o sistema CIELAB, 1996). No espaço colorimétrico CIELAB,

determinado por L*, a*, b*, a coordenada L* corresponde à luminosidade, a* e b*

referem-se às coordenadas de cromaticidade verde(-)/vermelho(+) e azul(-)/amarelo(+),

respectivamente.

3.4 CARACTERIZAÇÃO DE COMPOSTOS BIOATIVOS

Foram realizadas análises para quantificação de fibras totais, solúveis e

insolúveis, vitamina C e clorofila, bem como a quantificação e caracterização do perfil

de açúcares e ácidos orgânicos, compostos fenólicos das bebidas.

3.4.1 Determinação de fibras

As fibras dietéticas totais, solúveis e insolúveis foram determinadas utilizando o

kit de ensaio pelo método enzimático-gravimétrico (Sigma Aldrich, St. Louis, EUA),

seguindo a metodologia 991.43 (AOAC, 2016).

3.4.2 Determinação de vitamina C e clorofila

A quantificação de vitamina C, mediante análise do conteúdo de ácido

ascórbico, foi determinada por titulação pela redução da solução de Tillmans (2,6

diclorofenolindofenol de sódio) a partir dos extratos das amostras, que foram

preparados com ácido oxálico para promover a solubilização, seguido de centrifugação

a 3634 força G por 5 min para homogeneização. Para esta determinação foram

utilizados aproximadamente 5 mL de amostra e o resultado foi calculado, sendo

expresso em mg de ácido ascórbico/100 g da amostra (AOAC, 2019).

Os conteúdos de clorofilas (total, A e B) foram determinados utilizando a

metodologia preconizada por AOAC (2019), seguido de ajustes prévios da amostra.

Inicialmente, as amostras foram centrifugadas a 3634 força G, para obtenção do

precipitado. Aproximadamente 5 mL do precipitado das amostras foram

homogeneizados com alíquotas de 2,5 mL de acetona pura durante 5 min. Em seguida,

outros 2,5 mL de acetona pura foram adicionados, seguido de centrifugação a 3634

força G durante 10 minutos. Posteriormente, os sobrenadantes foram cuidadosamente
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coletados, sendo as absorbâncias lidas em espectrofotômetro de UV/VIS (Bel, modelo

UV-M51, Itália) nos comprimentos de onda de 660 nm e 642,5 nm. Os resultados foram

obtidos através das equações 1, 2 e 3, sendo expressos em mg de clorofila/100 mL da

amostra.

Clorofila total = 7,12 A660 + 16,8 A642,5 Equação (1)

Clorofila a = 9,93 A660 – 0,777 A642,5 Equação (2)

Clorofila b = 17,6 A642,5 – 2,81 A660 Equação (3)

3.4.3 Perfil de açúcares e ácidos orgânicos

O conteúdo de açúcares (frutose, glicose, maltose, raminose) e os ácidos

orgânicos (acético, butírico, cítrico, fórmico, lático, succínico e tartárico) nas bebidas

foram quantificados a partir da bebida pura, centrifugada a a 3634 força G por 10 min.

Após a centrifugação o sobrenadante foi coletado e filtrado com filtro de seringa de 0,45

μm diretamente em eppendorf de 2 mL. O extrato obtido foi analisado por

Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) usando um sistema LC 1260 Infinity

(Agilent Technologies, Santa Clara, Califórnia, EUA) equipado com uma bomba de

solvente quaternário (modelo G1311C), desgaseificador, compartimento de coluna

termostato (modelo G1316A) e amostrador automático (modelo G1329B) acoplado a

um detector de matriz de diodo (DAD) (modelo G1315D) e detector de índice de

refração (RID) (modelo G1362A).

Durante a análise a coluna Agilent Hi-Plex H (300 x 7,7 mm) com tamanho de

partícula de 8,0 μm e coluna guarda PL Hi-Plex H (5 x 3 mm) (Agilent Technologies)

foi mantidas a 50 °C, o volume de injeção foi de 20 μL, vazão de 0,5 mL/min, fase

móvel 4,0 mM H2SO4 em água ultrapura e corrida de 20 min. Os dados foram

processados usando o software OpenLAB CDS ChemStation Edition™ (Agilent

Technologies) (COELHO et al., 2018).

3.4.4 Perfil de compostos fenólicos

Os compostos fenólicos foram determinados seguindo a metodologia validada

por Padilha et al. (2017) e adaptada por Dutra et al. (2018). As amostras foram,

previamente, centrifugadas e filtradas em membrana de 0,45 μm (Millipore, Barueri,
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Brasil). As análises cromatográficas foram realizadas usando um sistema LC Agilent

1260 Infinity (Agilent Technologies, Santa Clara - EUA) cromatógrafo líquido acoplado

ao detector de arranjo de diodo (DAD) (modelo G1315D). Os dados foram processados

usando o software Open LAB CDS Chem Station Edition (Agilent Technologies, Santa

Clara - EUA). A coluna usada foi Zorbax Eclipse Mais RP-C18 (100 × 4,6 mm, 3,5 μm)

e a pré-coluna Zorbax C18 (12,6 × 4,6 mm, 5μm) ambas fabricadas pela Zorbax (EUA).

A temperatura do forno foi de 35°C sendo o volume da injeção de 20 μL da amostra,

antecipadamente diluído na fase A e filtrados através de membrana de 0,45 µm

(Millipore, Barueri, São Paulo, Brasil). O fluxo de solventes foi de 0,8 mL/min. O

gradiente usado na separação foi de 0 a 5 min: 5% de B; 5 a 14 min: 23% de B; 14 a 30

min: 50% de B; 30 a 33 min: 80% B, onde o solvente A foi uma solução de ácido

fosfórico (0,1 M, pH = 2,0) e o solvente B metanol acidificado com 0,5% de H3PO4.

A detecção dos compostos foi realizada nos comprimentos de onda de 220, 280,

320, 360 e 520 nm, e a identificação e quantificação em comparação com padrões

externos. A detecção dos compostos foi realizada a 220 nm para (+) -catequina, (-)

-epigalocatequina, (-) -galato de epicatequina, procianidina B1 e procianidina B2; 280

nm para ácido gálico e ácido siríngico; 320 nm para ácido cafárico, ácido cafeico e

ácido ρ-cumárico; e 520 nm para malvidina 3,5-diglicosídeo, cianidina 3,5 diglicosídeo,

pelargonidina 3,5-diglicosídeo, peonidin 3-0 glicosídeo e malvidin 3-0 glicosídeo

3.5 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELOS MÉTODOS DE ABTS, DPPH E FRAP

O método de redução do radical ABTS foi realizado conforme metodologia

descrita por Rufino et al. (2007). Previamente, foi preparada uma solução estoque de

ABTS 7mM e persulfato de potássio 140 mM. Para o preparo do radical ABTS

(ABTS.+), 5 mL da solução estoque de ABTS foi misturada com 88 μL da solução de

persulfato de potássio e mantida em ambiente escuro, em temperatura ambiente, por 16

horas. Em seguida, 1 mL desta mistura foi diluído em álcool etílico P.A. até se obter

uma absorbância de 0,70 ± 0,05 a 734 nm. Em seguida, uma alíquota de 30 μL de cada

diluição do extrato foi adicionado em tubos de ensaio com 3,0 mL do radical ABTS*+ e

após 6 minutos de repouso em ambiente escuro, realizou-se a leitura em 734 nm em

espectrofotômetro UV-Vis (Biochrom, modelo Libra, Inglaterra) utilizando álcool

etílico como branco para a calibração do equipamento (RUFINO et al., 2007). Uma
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curva padrão de trolox foi construída para expressar os resultados. Os resultados foram

expressos em µmol TE equivalente por mL de amostra.

A capacidade antioxidante pela captura do radical livre DPPH

(2,2-difenil-1-picrilhidrazil) foi baseada na metodologia, com adaptações, descrita por

Rufino et al. (2007). O volume de 3,9 mL de uma solução de DPPH 0,06 mM foi

adicionado a 1000 μL da bebida e incubado no escuro por 30 min, em temperatura

ambiente. A leitura da absorbância foi feita a 515 nm em espectrofotômetro UV-Vis. Os

resultados foram expressos em µmol TE equivalente por gramas de amostra fresca.

A determinação da atividade antioxidante por meio da redução do ferro (FRAP –

ferric reducing antioxidant power) foi realizada baseada na metodologia desenvolvida

por Benzie & Strain (1996) conforme descrito por Rufino et al. (2006) com alguns

ajustes. O reagente FRAP é a combinação de tampão acetato 0,3 M e pH 3,6 (obtido

pela mistura de 3,1 g de acetato de sódio em 16 mL de ácido acético, aferindo-se o

volume para 1000 mL com água milli-Q) com a solução de TPTZ 10 mM (obtido pela

dissolução 3,2 g de 2,4,6-Tris(2-pyridyl)-s-triazine em HCl 40 mM) e solução aquosa de

cloreto férrico (20 mM), na proporção de 10:1:1 (v/v). Em triplicatas, 0,1 mL de

diferentes diluições (0,5 a 0,125 mg/mL, p/v) do extrato em metanol ou do padrão

sulfato ferroso em água milli-Q (500 μM a 2000 μM) foram misturados com 2,9 mL do

reagente FRAP e mantidos por 30 minutos em banho-maria a 37 °C e protegidos da luz.

Mensurou-se a absorbância a 593 nm em espectrofotômetro calibrado com o reagente

FRAP. Mediante a construção de curvas de calibração, calculou-se a absorbância

referente a 1000 mM de sulfato ferroso. O valor obtido foi substituído pela variável

equivalente nas curvas de calibração das amostras para determinar a atividade

antioxidante total (AAT FRAP), a qual foi expressa em μM equivalentes de sulfato

ferroso por grama de bebida (μM Fe+2/g).

3.6 BIOACESSIBILIDADE DE COMPOSTOS FENÓLICOS

Os ensaios de bioacessibilidade in vitro foram realizados com base na

metodologia descrita por Minekus et al. (2014), que consiste em uma digestão in vitro

composta por três etapas: digestão salivar, gástrica e intestinal. Em cada uma das etapas,

foram preparadas soluções enzimáticas tamponadas, simulando os fluidos salivar,

gástrico e pancreático. Foram pesados, aproximadamente, 2,5 g de amostras em tubos

Falcon, sendo adicionados 2,0 mL de fluido salivar e 0,5 mL de cloreto de cálcio a 7,5
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mM. Posteriormente, o pH foi ajustado para 7,0 e a mistura foi submetida ao

banho-maria com termoagitador a 37 °C por 10 min. Após essa etapa, 4,55 mL de fluido

gástrico e 350 μL de cloreto de cálcio a 2,0 mM foram adicionados, o pH foi ajustado

para 3,0 e a mistura continuou em banho-maria com termoagitador a 37 °C por 2 h. Em

seguida, 9,25 mL de fluido intestinal e 675 μL de cloreto de cálcio a 9,0 mM foram

adicionados, o pH foi ajustado com hidróxido de sódio para 7,0 e a mistura permaneceu

em banho-maria com termoagitador pelo período de 2 h a 37 °C. O hidrolisado

gastrointestinal obtido (quimo) foi submetido em banho de gelo por 20 min,

centrifugado a 3634 força G por 30 min. Após a centrifugação, foi realizada a filtração

da fração solúvel (sobrenadante) em um filtro de membrana de 0,45 μm, com posterior

determinação da concentração bioacessível de fenólicos (MINEKUS et al., 2014). A

bioacessibilidade dos compostos fenólicos foi determinada utilizando a fórmula da Eq.

(4).

Bioacessibilidade (%): Compostos fenólicos na fração bioacessível / Compostos fenólicos totais x 100

3.7 ATIVIDADE ANTIDIABÉTICA POR INIBIÇÃO ENZIMÁTICA

A atividade antidiabética foi determinada pela análise in vitro de inibição da

atividade enzimática das enzimas α-amilase e α-glucosidase. Para a inibição da

α-amilase, 100 μL da enzima (em tampão de fosfato a pH 6,8) foram misturados com

100 μL da bebida e 250 μL de solução de amido a 1% p/v e incubado por 5 min a 37 °C.

Em seguida, 150 μL de reagente dinitro salicílico foram adicionados e incubados a 100

°C por 30 min. As leituras de absorbância foram realizadas a 540 nm. Para a inibição da

α-glucosidase, 100 μL da enzima solução (10 unidades/mL) e 100 μL do extrato da

amostra foram colocados em um tubo de microcentrífuga e incubado a 37 °C por 10

min. Então, 50 μL do substrato (4-nitrofenil-D-glucopiranosídeo) foi adicionado e

incubado por 20 min a 37 °C. Finalmente, 1 mL de solução de glicina (pH 11) foi

adicionado e as leituras foram realizadas a 400 nm. O índice de escurecimento foi

determinado a partir da centrifugação da amostra (824 x g, 20 min, 18 °C), com diluição

do sobrenadante resultante em etanol (1:1 v /v), filtração (Whatman 42) e as leituras

sendo realizadas a 420 nm (Barba et al., 2012).

3.8 ANÁLISE SENSORIAL
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A análise sensorial que envolve seres humanos foi realizada mediante à prévia

aprovação pelo Comitê de Ética em Pesquisa CEP/CCS/UFPB do Centro de Ciências da

Saúde/UFPB (Protocolo CAAE: 57117521.3.0000.5188), e seguiu as diretrizes previstas

na Resolução 466/2012 do CONEP/CNS/MS.

A análise foi conduzida no Laboratório de Leite e Derivados vinculado ao

Departamento de Tecnologia (CT/UFPB), com estrutura física adequada. A população

foi constituída por membros da Comunidade da UFPB, como discentes, docentes e

servidores que aceitaram participar, após a assinatura do Termo de Consentimento Livre

e Esclarecido (TECLE).

Para análise sensorial, foi realizado o teste do atributo de elicitação preferido

(Preferred elicitation atribute - PAE). A metodologia do PAE foi realizada de acordo

com Grygorczyk et al., (2013), com modificações conforme a necessidade de análise.

Os testes foram feitos com 19 consumidores em duas sessões, recrutados por meio de

convites via mídia social e/ou contato pessoal.

O PAE é o método descritivo escolhido por ser uma metodologia que permite

identificar os atributos chave que focam a atenção dos consumidores. Além disso, o

método tem sido considerado de fácil entendimento e permite que os consumidores

entrem em consenso sobre os atributos indicados (Muggah et al., 2017).

Inicialmente, os participantes receberam 40 mL de cada amostra, apresentados

em copos de plástico brancos de 50 mL e identificados com números aleatórios de 3

dígitos, além de copo de água com a finalidade de manter o palato limpo para a

degustação entre as diferentes amostras de bebida. Todas as bebidas foram apresentadas

simultaneamente e as avaliações sensoriais foram feitas individualmente.

Os consumidores foram solicitados a avaliar as bebidas e anotar quais atributos

foram importantes para caracterizar o produto. Dessa forma, eles foram estimulados a

pensar sobre os atributos presentes no produto para que fosse possível a caracterização

das amostras. Os atributos elicitados foram escritos em um quadro branco e, por meio

de uma discussão com todos do grupo, foram agrupados em aparência, aroma, sabor e

textura.

Os consumidores definiram os termos do descritor de âncora. Foi realizada uma

pausa de 10 min e, em seguida, os consumidores receberam as cinco amostras de

bebida, de forma monádica, e a folha de avaliação. Foi solicitado que eles avaliassem os

atributos de cada amostra de bebida fermentada usando escalas de 9 pontos com os
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termos âncora, referentes aos atributos de aparência, aroma, sabor e textura, escolhidos

para definir a intensidade dos atributos.

3.9 ANÁLISE ESTATÍSTICA

Os dados foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilk para avaliação da

distribuição normal. Posteriormente, os dados paramétricos foram analisados por meio

do teste t de Student e submetidos à análise de variância (ANOVA) seguida do pós-teste

de Tukey com nível de significância de 5% (p ≤ 0,05) quando houve diferença entre as

variáveis, utilizando-se o Programa GraphPad Prism® 9.5.1.733 Pro (San Diego, CA).

Os dados do PAE foram analisados por meio da Análise Generalizada de

Procrustes (GPA) com matriz de 5 linhas (formulações de bebidas de palma) e 323

colunas (atributos x número de consumidores, 19 consumidores, 17 atributos). O teste

de Friedman analisou a importância dos descritores (teste de classificação) utilizando

tabelas de Newell e MacFarlane. As análises estatísticas foram realizadas utilizando

XLSTAT 2022.2.1 (Adinsoft®, Nova York, EUA). Para realizar a análise de

componentes principais (PCA) dos dados, foi utilizado o software PAST v.4.03.
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO

Os resultados e discussão desta dissertação estão apresentados na forma de

artigo original, intitulado: “Impact of different prebiotics on ultrasound-treated

nopal cladode (Opuntia dillenii) beverages”, que foi submetido ao periódico Food

Chemistry, periódico classificado com Qualis A1, na área de Ciência de Alimentos.
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ARTIGO

Impact of different prebiotics on ultrasound-treated nopal cladode (Opuntia

dillenii) beverages

ABSTRACT

Opuntia dillenii cladodes are rich in bioactive compounds such as phenolics, vitamins

and fibres. This study aimed to evaluate the impact of different prebiotics on the

bioactive compounds’ stability, bioacessibility, bioactivity and sensorial characteristics

of ultrasound treated nopal cladode (Opuntia dillenii) beverages. Five formulations

were prepared: untreated beverage (BC); ultrasound-treated beverage (BU); and

ultrasound-treated beverage with inulin (BIU) or fructo-oligosaccharides (BFU) or

polydextrose (BPU). The addition of prebiotics increased dietary fibre in beverages

(10.44-20.70%). BPU presented higher concentrations and stability of bioactive

compounds, such as phenolics and ascorbic acid; in addition to greater antioxidant

activity (FRAP) and maintained the inhibition of the α-glucosidase enzyme. BFU

showed higher bioaccessibility of phenolic compounds and maintained inhibition of the

α-amylase enzyme. The addition of prebiotics minimized undesirable sensory

characteristics in the beverages. These findings suggest that adding prebiotics to nopal

beverages may maintain functionality and increase the acceptability of these products

during storage.

Keywords: cacti, bioactive compounds, dietary fibre, inulin, fructo-oligosaccharides,

polydextrose, storage.

1. Introduction

Nopal (Opuntia spp) consumption has become increasingly popular due to its

nutritional value, with a composition rich in dietary fibre, vitamins, minerals and

phenolic compounds including flavonoids, which can exert numerous health benefits

(Barba et al., 2022; Bakar et al., 2020). Opuntia species are used to produce dietary

supplements, pulps, beverages, jams, sweeteners, and tea (Missaoui et al., 2020).
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Although most food studies have focused on Opuntia ficus-indica (Giraldo Silva

et al., 2023), the O. dillenii species is abundant in bioactive compounds recognized for

promoting biological activities, especially antioxidant, anti-inflammatory,

anti-atherosclerotic, antihyperlipidemic, analgesic, gastroprotective and antidiabetic

activities (Bouhrim et al., 2021; Li et al., 2023; Abdelkader et al., 2023). Some products

based on O. dillenii have been developed such as juices and kefir (Bassama et al., 2020;

Ennouri et al., 2023; Taheur et al., 2023), however few studies focus on its functional

properties and bioactivity (Shirazinia et al., 2019).

The development of new functional food products has been the main trend in the

food industry worldwide. Consumers are increasingly looking for functional products

that promote beneficial effects to their health and influence their quality of life.

Numerous functional food products containing bioactive compounds and prebiotic

fibres have been elaborated to meet the global demand for these products (Costa et al.,

2019; Fernandes et al., 2020; Silva et al., 2020).

The addition of prebiotic dietary fibres to beverages has been identified as a

process which stimulates the beneficial effects promoted by the intake of nutrients

associated with antioxidant compounds found naturally in these products. Prebiotics are

defined as a substrate selectively used by host microorganisms that confers health

benefits (Neri-Numa et al., 2020; Strieder et al., 2023; Gibson et al., 2017).

Furthermore, studies report that the ability of dietary fibres to interact and

transport bioactive compounds, mainly polyphenols, to the intestinal colon, can be

considered as one of their main attributes, considering that this ability can amplify the

beneficial effects on human health promoted by these compounds (Jakobek; Matic,

2019).

In this context, one of the purposes of adding prebiotics to beverages is to

replace the fibres that are lost during the beverage making process, as well as aiming to

add nutritional and functional value to these products because these fibres provide

desirable sensorial characteristics for the consumer, including sweetening and texture

properties (De Carvalho Correa et al., 2024). Among prebiotics added to food products,

fructo-oligosaccharides, inulin, and polydextrose are the most popular (Chavan et al.,

2023).

In parallel, the food industry also continually seeks conventional conservation

methods and emerging technologies that preserve functionality, while at the same time

improve the sensorial and microbiological quality of these products (Sharma et al.,
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2023).

Treating beverages using ultrasound has presented advantages when compared

to other conventional thermal processes. Studies have reported that ultrasound treatment

increased the release of bioactive compounds, preventing losses of phenolic compounds

and ascorbic acid, and consequently increased the antioxidant potential of beverages and

other products (Rojas et al., 2022; Kalsi; Singh; Alam, 2023). These effects were

previously verified in nopal beverages (Opuntia ficus-indica) which were subjected to

ultrasound treatments. The results demonstrated that the beverage subjected to the

longest ultrasound treatment time (40 minutes) showed greater stability of bioactive

compounds, smaller changes in colour parameters, and presented greater acceptability

(Albuquerque et al., 2021).

Therefore, in this study we evaluated the impact of different prebiotics (inulin,

fructo-oligosaccharides, and polydextrose) on the bioactive compounds’ stability,

bioaccessibility of phenolics, bioactivity and sensorial characteristics of ultrasound

treated nopal cladode (Opuntia dillenii) beverages.

2. Material and methods

2.1 Beverage elaboration

Nopal cladodes were collected in cultivation in the city of Cuité (Latitude: 06º

29' 01" S, Longitude: 36º 09' 13" W), located in Paraíba, Brazil. The harvest took place

45 days after sprouting in the morning at 6-7 a.m., between July and October 2022.

Standard characteristics and physical integrity were considered as cladode selection

criteria. The nopal of the Opuntia dillenii species was identified and deposited (n.

JPB66980) in the Lauro Pires Xavier Herbarium of the Federal University of Paraíba

(UFPB).

The nopal cladodes were previously cleaned with running water and sanitized by

immersing them in 200 ppm chlorinated water for 15 min and then rinsing. Then, the

spines were manually removed, and the cladodes were cut into uniform cubes and

immersed in water with 0.9% refined salt for 50 min to remove excess mucilage. For the

beverage preparation process, the nopal cladodes were ground in a commercial juice

extractor (Skymsen©, model EXB-N INOX, São Paulo, Brazil), considering a 3:1 ratio

between nopal and water (density = 1.075 ± 0.12) in the proportion that demonstrated

the best results for the beverage appearance, consistency, and uniformity according to
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the remaining mucilage and the Brazilian nopal matrix (Albuquerque, 2021).

Next, five types of cladode-based beverages were elaborated: 1. beverage

untreated or control (BC); 2. beverage treated with ultrasound (BU); 3. beverage with

the addition of medium-chain inulin and treated with ultrasound (BIU); 4. beverage with

the addition of fructo-oligosaccharides (FOS) and treated with ultrasound (BFU); 5.

beverage with the addition of polydextrose and treated with ultrasound (BPU).

The prebiotic (inulin, fructo-oligosaccharides and polydextrose) was added at

2.5 g/100 mL of beverage, based on a previous study that recommends a daily intake of

2 to 4 g of prebiotics (Mohanty et al., 2018) and on Brazilian legislation that attributes

2.5 g of these components per portion to use the functional property claim (Anvisa,

2019).

The beverages that received ultrasound treatment were subjected to an ultrasonic

bath system with a thermostat (Unique©, model USC-2850A, São Paulo, Brazil) at a

frequency of 25 kHz and ultrasonic power of 240 W (Ordóñez-Santos et al., 2017). The

entire process was performed while protected from light. The beverages were

immediately cooled by immersion in an ice-water bath after treatments and stored at 4

°C to conduct analyses throughout storage at 1, 14, and 28 days.

2.2 pH, titratable acidity and instrumental colour analysis

The pH was determined using a digital potentiometer (Quimis model Q400as).

The sample was neutralized with a standard 0.1 N NaOH solution determined by the

titration method to evaluate the total titratable acidity (AOAC, 2016).

Instrumental colour analysis was performed using a Minolta colourimeter

(model CR-300; Minolta Co., Osaka, Japan) according to the CIELAB system (CIE,

1996). The CIELAB colourimetric space is determined by L*, a*, b*, in which the L*

coordinate corresponds to luminosity, while a* and b* refer to the chromaticity

coordinates green (-)/red (+) and blue (-)/ yellow (+), respectively.

2.3 Characterization of bioactive compounds and antioxidant activity of beverages

Analyses were performed to quantify dietary fibres, ascorbic acid and

chlorophyll, as well as to quantify and characterize the profile of oligosaccharides,

sugars, organic acids, phenolic compounds and antioxidant activity.

2.3.1 Determination of ascorbic acid and chlorophyll content
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Quantification of ascorbic acid content was determined by titration by reducing

Tillman’s solution (sodium 2,6 dichlorophenolindophenol) from sample extracts

(AOAC, 2019).

Chlorophyll contents (total, a and b) were determined using the methodology

recommended by AOAC (2019), followed by prior sample adjustments. The

absorbances were read using a UV/VIS spectrophotometer (Bel, model UV-M51, Italy)

at wavelengths of 660 nm and 642.5 nm. The results were obtained using equations and

are expressed in mg of chlorophyll/100 g of sample.

2.3.2 Determination of dietary fibres

Total, soluble and insoluble dietary fibre was quantified using the

enzymatic-gravimetric assay kit (Sigma Aldrich, St. Louis, USA, following

methodology 991.43 (AOAC, 1995).

2.3.3 Determination of the sugar and organic acid profiles

The sugar (fructose, glucose, maltose, rhamnose) and organic acid (acetic,

butyric, citric, formic, lactic, succinic, and tartaric) contents in the beverages was

quantified from the pure beverage, centrifuged at 3634 × g force for 10 min. After

centrifugation, the supernatant was collected and filtered with a 0.45 μm syringe filter

directly into 2 mL microtube. During the analysis, an Agilent Hi-Plex H column (300 x

7.7 mm) with a particle size of 8.0 μm and PL Hi-Plex H guard column (5 x 3 mm)

(Agilent Technologies, Santa Clara, USA) was maintained at 50 °C, while the injection

volume was 20 μL, flow rate 0.5 mL/min, mobile phase 4.0 mM H2SO4 in ultrapure

water and then run for 20 min in a high-performance liquid chromatograph - HPLC

(Agilent Technologies, Santa Clara, USA). Data were processed using OpenLAB CDS

ChemStation Edition™ software (Agilent Technologies, Santa Clara, USA) (Coelho et

al., 2018). The glucose, fructose and formic acid standards were obtained from

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA); maltose and rhamnose were obtained from Chem

Service (West Chester, USA); and citric, acetic, lactic, propionic, tartaric, succinic and

malic acids were obtained from Vetec Química Fina (Rio de Janeiro, Brazil), all with a

purity of ≥ 99%.

2.3.4 Determination of the phenolic compound profile

Phenolic compounds were determined following the methodology validated by
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Padilha et al. (2017) and adapted by Dutra et al. (2018). Chromatographic analyses were

performed using an Agilent 1260 Infinity LC (Agilent Technologies, Santa Clara, USA)

liquid chromatography system coupled to a diode array detector (DAD) (model

G1315D). Data were processed using Open LAB CDS Chem Station Edition software

(Agilent Technologies, Santa Clara, USA). A Zorbax Eclipse Mais RP-C18 column

(100 × 4.6 mm, 3.5 μm) and a Zorbax C18 pre-column (12.6 × 4.6 mm, 5μm) were

used, both manufactured by Zorbax (USA). Compound detection was carried out at 220,

280, 320, 360, and 520 nm, and identification and quantification were compared with

external standards. All compounds of interest were detected and quantified in a

wavelength range between 220 and 520 nm (Sigma-Aldrich, St Louis, MA, USA).

2.4 Bioaccessibility of phenolic compounds

In vitro bioaccessibility tests were conducted based on the methodology

described by Minekus et al. (2014). In the simulated oral phase, 15 mL of the beverages

were mixed with 10.5 mL of simulated salivary fluid (SSF), 0.5 mL of 1500 U/mL

α-amylase in SSF solution, 75 μL of 0.3 M CaCl2 and 2.925 μL of water, and the

mixture was incubated at 37 ± 2 °C for 2 min with shaking (50 RPM). In the gastric

digestion simulation phase, 24.5 mL of simulated gastric fluid (SGF), 4.8 mL of 2,000

U/mL porcine pepsin in SGF solution, 15 µL of 0.3 M CaCl2 were added to the previous

mixture, and 2.775 µL of water, and the pH was adjusted to 3.0 with 1 M HCl. Then, the

mixture was incubated at 37 ± 2 °C with shaking for 2 h (90 RPM). In the intestinal

digestion phase, 25.5 mL of the gastric mixture were added with 14 mL of simulated

intestinal fluid (SIF), 15.0 mL of 800 U/mL pancreatin solution in SIF solution, 7.5 mL

of fresh bile (160 mM in fresh bile), 120 µL of 0.3 M CaCl2 and 3.93 mL of water and

the pH was adjusted to 7.0 with 1 M NaOH. Afterwards, the mixture was maintained at

37 ± 2 °C with stirring (90 RPM) for 2 h. The bioaccessibility percentage was

determined using Eq. (1) (Dantas et al., 2019), where intestinal bioaccesibility is the

phenolic compound concentration in the SIF (bioaccessible fraction) and sample

bioaccessibility represents the phenolic compound concentration in the beverages before

simulated digestion.

𝐵𝑖𝑜𝑎𝑐𝑒𝑠𝑠𝑖𝑏𝑖𝑙𝑖𝑡𝑦 %( ):  𝑃ℎ𝑒𝑛𝑜𝑙𝑖𝑐 𝑐𝑜𝑚𝑝𝑜𝑢𝑛𝑑 𝑖𝑛 𝑏𝑖𝑜𝑎𝑐𝑒𝑠𝑠𝑖𝑏𝑙𝑒 𝑓𝑟𝑎𝑐𝑡𝑖𝑜𝑛
𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑝ℎ𝑒𝑛𝑜𝑙𝑖𝑐 𝑐𝑜𝑚𝑝𝑜𝑢𝑛𝑑  𝑋 100

Eq. (1)
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2.5. Quantification of total phenolic compounds

The total phenolic compound content of the beverages was determined using the

Folin-Ciocalteu assay, with adaptations (Berker et al., 2013). For this analysis, 0.25 mL

of each sample was mixed with 1.25 mL of Folin-Ciocalteu reagent and incubated at

room temperature for 5 min. Subsequently, 1 mL of sodium carbonate (75 g/L) was

added to the mixture and incubated at 50 °C for 15 min. After cooling, the absorbance

was measured at 760 nm using an Eppendorf BioSpectrometer (Model No. 6135 000

009, Hamburg, DE). The quantification of phenolic compounds was performed using a

gallic acid calibration curve. The results were expressed in milligrams of gallic acid

equivalent (GAE) per 100 mL beverage. Each sample was analyzed in triplicate.

2.6 Antioxidant activity

The ABTS radical reduction method was performed according to the

methodology described by Rufino et al. (2007). A standard Trolox curve was

constructed to express the results. The antioxidant capacity by capturing the free radical

DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) was based on the methodology with adaptations

described by Rufino et al. (2007). The antioxidant activity determination using the

Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP) method was based on the methodology

described by Benzie & Strain (1996), with adaptations of those described by Rufino et

al. (2006).

2.7 Antidiabetic activity by inhibiting enzymes α-amylase and α-glucosidase

The antidiabetic activity in vitro was determined by inhibiting α-amylase and

α-glucosidase enzyme activity (Ayyash et al. 2018). For the α-amylase activity, 100 μL

of human salivary α-amylase (1.0 unit/mL, Sigma, St. Louis, USA) was mixed with 100

μL of the sample and incubated for 5 min at 37 °C. Then, 250 μL of starch (Dinâmica®,

Indaiatuba, Brazil) (1 g/100 g) was added as a substrate in phosphate buffer (Êxodo

cientifica®, Sumaré, Brazil) (pH 6.8) to start the reaction. The reaction was performed

for 5 min at 37 °C and was stopped by adding 200 μL of DNS reagent (1%

3,5-dinitrosalicylic acid and 12% potassium and sodium tartrate in 0.4 mol/L NaOH)

(Dinâmica®, Indaiatuba, Brazil). The mixture was heated at 100 °C for 15 min and

diluted with 2 mL of distilled water in an ice bath. The α-amylase activity was

determined by measuring absorbance at 540 nm.
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For the α-glucosidase activity, α-glucosidase (1 unit/mL, SIGMA G5003, St.

Louis, USA) was dissolved in 100 μL of 0.1 M potassium phosphate buffer (pH 6.8)

and mixed with 50 mL of sample. After incubation (37 °C for 10 min), 50 μL of

4-nitrophenyl α-D-glucopyranoside (SIGMA N1377) was added. The enzymatic

reaction was conducted at 37 °C for 30 min and stopped by adding 1 mL of sodium

carbonate (pH=11.0) (0.1 M). The α-glucosidase activity was determined by measuring

the absorbance at 400 nm.

2.8 Sensorial analysis - Preferred elicitation attribute (PAE)

The sensory analysis involving human beings was carried out with prior

approval by the Research Ethics Committee CEP/CCS/UFPB of the Centre for Health

Sciences/UFPB, (CAAE protocol: 57117521.3.0000.5188) and followed the guidelines

set out in Resolution 466/2012 of CONEP/CNS/MS. The consumers were members of

the UFPB Community, such as students, professors, and employees who agreed to

participate. Consumers of green vegetables and derived products, such as beverages,

participated in the PAE section (n=19, 12 women, 7 men, 20-50 years old), and they

were selected based on availability to participate in the section. The PAE methodology

was conducted according to Grygorczyk et al. (2013).

2.9 Statistical analysis

The data were subjected to the Shapiro-Wilk test to assess normal distribution.

The data were subsequently analysed using analysis of variance (ANOVA) followed by

Tukey’s post-test with a significance level of 5% (p ≤ 0.05) when there was a difference

between the variables, using the GraphPad Prism® 9.5.1.733 Pro (San Diego, CA)

program. The PAE data were analysed using the Generalized Procrustes Analysis (GPA)

with a matrix of 5 rows (nopal beverage formulations) and 323 columns (attributes x

number of consumers, 19 consumers, 17 attributes). The Friedman test analysed the

importance of descriptors (ranking test) using Newell and MacFarlane tables. The

statistical analyses were conducted using the XLSTAT 2022.2.1 program (Adinsoft®,

New York, USA), and the PAST v.4.03 (Oslo, NO) software was used to perform

principal component analysis (PCA) of the data.

3. Results and discussion

3.1 pH, titratable acidity and colour
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The pH and titratable acidity parameters of the beverages did not demonstrate

significant differences (p> 0.05) among the beverages (Table 1), which has already been

demonstrated in other studies with the addition of prebiotics to some juices (Miranda et

al., 2019; Silva et al., 2021).

Physicochemical and phytochemical characteristics of Opuntia spp. may vary

according to several factors in the region, including soil composition, climatic issues

and water availability. These variations occur in conditions of the vegetable itself,

including the different maturation degrees of the nopal (Ben Lataief et al., 2021;

Martins; Ribeiro; Almeida, 2023).

Table 1. pH, titratable acidity and colour of nopal cladode beverages.

In Table 1, it is possible to verify the changes in brightness and colour over the

storage time. The BIU for the initial storage time in the analysis of the L* axis, however

the BFU presented the greatest brightness stability in the final storage time, followed by

the BU, BC, BIU and BPU. The BPU presented the lowest value for this parameter,

indicating that the addition of polydextrose more intensely reduced the luminosity of the

nopal beverage.

For the a* axis (green trend), it was found that the BIU presented the highest

value, followed by the BU, BC, BFU and BPU. The data indicate that the addition of

fructo-oligosaccharides and polydextrose significantly reduced the colour patterns of the

a* axis, causing greater changes in the beverage colour throughout storage. In contrast,

the BIU and BU best maintained the original green colour of the beverage during

storage, corroborating the result of better conservation of the chlorophyll content in

these beverages.

The BC showed a significant increase in the b* axis (yellow tendency) when

compared to the BU, indicating that the ultrasound treatment resulted in a smaller

change in the beverage colour at the end of storage. The addition of prebiotics showed

lower values ​​on the b* axis, indicating colour preservation.

In general, there was a reduction in the luminosity characteristic (L*) in all

beverages, mainly in the BPU, BIU and BC. The BU presented higher values for the L*

and a* axis (green colour trend axis) and lower values for the b* axis (yellow colour

trend axis) when compared to the BC, indicating that the ultrasound treatment

maintained the colour characteristics of the beverage during storage time (Table S3).
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Ultrasound treatment promotes inactivation and reduction in the activity of

enzymes such as peroxidase and polyphenol oxidase through the cavitation mechanism.

The inhibition of these enzymes reduces and delays changes in the product’s colour

throughout storage, improving consumer acceptability of the product (Pan et al., 2020;

Rasane et al., 2023).

3.2 Characterization of bioactive compounds

3.2.1 Dietary fibres

Beverages made with Opuntia dillenii cladodes presented higher amounts of

soluble fibre in their total composition than insoluble fibres (Table S1). Our results

demonstrated that ultrasound treatment did not promote changes in the amount of

soluble, insoluble and total fibres when compared to the beverage without treatment.

This result confirms data presented in a study carried out with beverages based on

Opuntia ficus-indica cladodes treated with ultrasound (Albuquerque et al., 2021).

The beverages with prebiotics added had a higher total dietary fibre content,

especially BFU, BPU and BIU in this order. All beverages had higher soluble fibre

concentrations when compared to insoluble ones, with soluble fibre being predominant

in the aqueous extract composition of Opuntia spp. cladodes (Hwang et al., 2017).

Table S1. Dietary fibres of nopal cladode beverages.

3.2.2 Chlorophyll and ascorbic acid content

The beverage with inulin added maintained the highest chlorophyll levels in the

ultrasound-treated beverage, while the FOS and polydextrose prebiotics promoted a

reduction in the chlorophyll levels in the beverages (Table S2). These data corroborate

the green colour data.

A reduction in chlorophyll a and total chlorophyll concentrations were observed

in all beverages over the storage days. The results indicated that the beverage treated

with ultrasound and added inulin (BIU) and the beverages without prebiotics added

(BC, BU) had the highest chlorophyll content, while the beverages with

fructo-oligosaccharides and polydextrose added (BFU, BPU) had lower total

chlorophyll concentrations, which can indicate that these prebiotics were not able to

preserve this pigment.
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Regarding the determination of ascorbic acid, the BU beverage presented lower

amounts of ascorbic acid than the BC beverage, indicating that the ultrasound treatment

negatively influenced the ascorbic acid concentrations in this beverage. At the initial

time of the analysis, the BC and BPU beverages presented the highest concentrations of

this compound at the initial time of analysis; however, only BPU maintained higher

concentrations of ascorbic acid at the final storage time. The BIU and BFU beverages

did not present significant differences in their ascorbic acid concentrations throughout

storage (Table S2). The preservation of ascorbic acid in BPU can be justified by the

ability of some prebiotics to promote physical protection and be used as a carrier

material for some bioactive compounds, maintaining their stability (Marcillo-Parra et

al., 2021). The results demonstrated that polydextrose had a greater capacity to maintain

the stability of ascorbic acid in the nopal beverage.Polydextrose is a polysaccharide

which has the ability to provide physical protection to bioactive compounds, protecting

bioactive compounds from adverse factors, including high temperatures, and

maintaining their stability over long storage times (Marcillo-Parra et al., 2021). The

efficiency of the preservation of bioactive compounds by polydextrose and other

prebiotics was described in studies with applications in different types of products, such

as for fruit and vegetable extracts and juices (Kuck; Noreña, 2016; Lago; Noreña, 2016;

Li et al., 2023).

Table S2. Chlorophyll and ascorbic acid concentration of nopal cladode beverages.

3.2.3 Organic acids and sugars

The results of organic acid analysis revealed that the BU and BC presented the

highest malic and citric acid concentrations throughout all the storage period. These

results are similar to the results reported in a previous study with a beverage based on

O. ficus-indica treated with ultrasound (Albuquerque et al. 2021).

BFU and BPU were the beverages with added prebiotics that preserved the

highest malic acid concentrations at the end of storage, while the BPU beverage

presented higher citric acid levels in 28 days of storage when compared to BFU and

BIU. Formic acid concentrations varied in all beverages during the storage period

(Table 2).

Regarding sugar analysis, the BPU followed by the BIU had the highest glucose
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concentrations throughout all the storage period. In contrast, these sugars were not

detected in the BU at any time, just as there was no detection in either the BC and BFU

at the final storage time. In turn, the BFU showed significantly higher fructose

concentrations during its storage , followed by the BIU. Moreover, fructose showed

concentrations below the detection limit in the BU and BPU after 28 days of storage

(Table 2).

Table 2. Organic acid and sugar concentrations of nopal cladode beverages.

3.2.4 Profile and bioaccessibility of phenolic compounds

In the analysis of the profile of phenolic compounds, the main compounds

detected in all beverages belong to the flavonol groups, with emphasis on isorhamnetin,

hesperidin and kaempferol-3-glucoside. Isorhamnetin was the compound with the

highest concentration in all beverages analysed. The mentioned compounds are also

found in abundance in different nopal species, including O. dillenii (Zeghbib et al.,

2022).

The BU showed lower phenolic compound concentrations when compared to the

BC (Table 3), which was not subjected to treatment. These results can be justified by the

fact that ultrasound treatment forms cavitation bubbles that can stimulate forming free

radicals in liquid media, intensifying sonochemical reactions and inducing

polymerization/depolymerization reactions, promoting oxidation and deterioration of

some bioactive compounds (Medina-Torres et al, 2017; Mohd et al., 2021). Although

the physical stress promoted by ultrasound can cause degradation of some bioactive

compounds, studies demonstrate that this conservation method can still be considered

an effective and advantageous process, since the loss of these compounds is

significantly superior in thermal and conventional conservation processes, such as

pasteurization (Albuquerque et al., 2021; Pérez et al., 2023).

For the beverages with prebiotics added, the BPU showed greater detection and

higher flavonoid, hydroxybenzoic acid, hydroxycinnamic acid, stilbene, and total

phenolic compound concentrations (p ≤0.05) in comparison to the results for the other

beverages. However, the BU, BIU and BFU did not show significant statistical

differences among their profiles (Table 3).
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These results indicate that the addition of polydextrose was able to promote a

protective effect of bioactive compounds such as phenolic compounds in the beverage.

The protective effect of polydextrose on bioactive compounds has been described in

current studies in products, such as for fruit and vegetable juices (Marcillo-Parra et al.,

2021; Li et al., 2023).

Dietary fibres can incorporate polyphenols, which can interact chemically and

physically with the food matrix. Several studies have shown that polyphenols and

polysaccharides are mainly linked by covalent and non-covalent interactions. Among

these, the main non-covalent binding forces of interaction between polysaccharides and

polyphenols are hydrogen bonds, and ionic and hydrophobic interactions

(Siemińska-Kuczer et al., 2022).

From a mechanistic perspective, non-covalent bonds between polyphenols and

macronutrients are a consequence of short-range electrostatic and van der Waals forces;

however, although van der Waals forces, electrostatic attraction, hydrophobic contact, or

covalent bonding interactions (esterification) play a relevant role in fibre-polyphenol

interactions, information in the literature reports that these interactions are mainly

stimulated by hydrogen bonds (González-Aguilar et al., 2017).

Furthermore, likely, the initial interactions occur rapidly and directly between

polyphenols and fibre components, with gradual and slower increases in binding due to

stacking of polyphenols with other polyphenols over time (Jakobek, 2015; Xue et al.,

2024). The structural characteristics, concentrations and compositions of fibres and PCs

are crucial variables to be analysed to enhance/optimize these interactions (Jakobek &

Matić, 2019). The influence of factors such as pH, temperature and ionic strength on the

degree of fibre-polyphenol interactions were also analysed in some studies (Guo et al.,

2018; Koh et al., 2020).

The preservation of bioactive compounds by prebiotics has been investigated

because phenolic compounds are sensitive to environmental factors, including heat and

light, in addition to having low solubility in water in their liquid form. These

characteristics support low long-term stability, indicating the challenging search for new

strategies that mitigate the disadvantages related to the stability of these compounds

(Šamec et al., 2021; Medina-Torres et al., 2017).Regarding the bioaccessibility of

phenolic compounds, the epigallocatechin gallate, procyanidin B2,

kaempferol-3-glucoside, and isorhamnetin compounds were bioaccessible in all

analysed beverages. The procyanidin B1 compound showed bioaccessibility in all
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beverages, except BU; myricetin was only bioaccessible in BFU and BPU; quercetin

only in BC and BFU; and rutin in BIU and BFU (Table 3).

These results indicate that the addition of prebiotics was able to preserve and

increase the bioaccessibility of some compounds, highlighting the BFU. These results

can be justified by the fact that phenolic compounds are capable of binding to prebiotic

fibres, being able to modify the fraction of compounds released by the food matrix and

enhance their availability (bioaccessibility) (Lu et al., 2019; Jakobek; Matic, 2019). This

phenomenon in vivo involves digestive transformations and the absorption capacity of

intestinal epithelial cells, as well as pre-systemic metabolism. Compounds which are not

absorbed can somehow be transported by fibre to the colon, an area where they can be

metabolised and transformed by gut microbiota activity (Jakobek; Matic, 2019; Rochetti

et al., 2022).

Table 3. Profile and bioaccessibility of phenolic compounds of nopal cladode

beverages.

The BPU presented the highest total phenolic compound concentration, followed

by the BC, BU, BFU and BIU. However, the BFU showed greater bioaccessibility

(13.90%), followed by the BPU, BC, BIU and BU (Table 4).

Table 4. Total phenolic compound concentrations and bioaccessibility among nopal

cladode beverages.

The BPU had the highest total phenolic compounds concentrations, followed by

the BC, BFU, BU and BIU during storage (Fig. 1). The beverages which maintained the

highest amount of phenolics until the final storage time (28 days) were the BPU and

BC, followed by BFU, BU and BIU.

Fig. S1. Total phenolic compounds of nopal cladode beverages.

Phenolic compounds are known to promote several health benefits, justified by

their potential bioactivities. Studies attribute potential biological activities to these
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compounds which help maintain health and protect the body, including

immunomodulatory, antioxidant, anti-inflammatory, antidiabetic and anticarcinogenic

activities (Giraldo-Silva et al., 2023; Lu et al., 2023; Wang et al., 2023).

3.3 Antioxidant activity

The results showed that the BC and BU showed similar antioxidant activities in

the ABTS (Fig. 1A) and DPPH (Fig. 1B) analyses in the final storage period, indicating

that the ultrasound treatment did not increase the stability of the antioxidant activity of

the nopal beverage at the end of storage. However, the FRAP analysis demonstrated an

increase in the iron-reducing power of the BU when compared to the BC on the last

storage day (Fig. 1C).

The BC and BU demonstrated better antioxidant activity in the DPPH analysis

when compared to beverages with prebiotics at the end of shelf life. As for the

beverages with prebiotics added, the BFU demonstrated greater antioxidant potential in

the ABTS analysis, preserving the stability of this potential during storage, while BPU

had most preserved its antioxidant activity in the DPPH and FRAP analyses on the last

storage day.

The antioxidant potential of a product can be directly related to its

concentrations of bioactive compounds found in the nopal beverages with the capacity

to reduce and delay oxidation and degradation reactions (Silva et al., 2019). The

bioactive compounds found in nopal beverages, especially phenolic compounds,

chlorophylls and ascorbic acid, have significant antioxidant potential (Wang et al.,

2023). The preservation of these compounds throughout storage may justify the

antioxidant capacity results presented.

Fig. 1. Antioxidant activity by (A) ABTS, (B) DPPH and (C) FRAP methods of nopal

cladode beverages.

3.4 Antidiabetic activity

Nopal beverages showed greater inhibitory capacity for α-glucosidase (Fig. 2A)

than α-amylase (Fig. 2B) enzyme activity. The results showed enzymatic inhibition

percentages for α-amylase between 19.15% and 34.95%. The beverage which showed
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the highest inhibition rate was BFU, followed by the BC, BU, BIU and BPU (Fig. 2A).

Nevertheless, the percentages in the inhibition analysis of α-glucosidase enzymatic

activity varied from 76.29% to 95.26%. The beverages which showed the highest

enzyme capacity were the BC, BPU, BU, BIU and BFU (Fig. 2B).

The results indicate that ultrasound treatment and the addition of prebiotics did

not significantly change the inhibitory potential of the α-amylase and α-glucosidase

enzyme, except for the BFU, which showed a lower enzyme inhibition percentage. On

the other hand, it was found that the addition of the polydextrose prebiotics reduced the

inhibitory capacity of the α-amylase enzyme activity, showing the lowest inhibition

percentage. These results are important because one of the treatment strategies for

diabetes is based on reducing postprandial hyperglycaemia, reducing and delaying the

absorption of glucose by inhibiting the carbohydrate hydrolysing enzymes α-amylase

and α-glucosidase, preventing an increase in postprandial glucose (Loukili et al., 2022).

Fig.2. Inhibition of α-amylase (A) and α-glucosidase (B) enzymatic activity of nopal

cladode beverages.

The α-glucosidase enzyme inhibition values found in this study were higher than

the values reported in a study that compared the antidiabetic potential of dry powder

and aqueous extract of O. ficus-indica (Hwang et al. 2017) and higher than the

inhibition percentage reported for O. dillenii seeds and fruit juice (Loukili et al., 2022).

Nevertheless, all beverages produced in the present study showed lower α-amylase

activity inhibition percentages in comparison to this activity evaluated in O. dillenii

seeds and fruit juice (Loukili et al., 2022).

The results together indicate that the anti-hyperglycaemic effect promoted by O.

dillenii is associated with an abundance of natural bioactive compounds, such as

phenolic compounds and fibres, present in the composition of this cactus, which have

potential capacity for antidiabetic activity (Whang et al., 2023).

3.5 Sensorial analysis

Fig. 3A and 3B shows the confidence ellipses of nopal beverages for GPA data.

When the ellipses are well separated, it means that they are related to different products,
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while strongly overlapping ellipses are related to products that cannot be separated by

attributes (Pereira et al., 2019).

The participants listed 17 attributes corresponding to beverages: green colour;

brightness; dull appearance; turbid; grass aroma; earthy aroma; sweet aroma; nopal

typical aroma; fluid; viscous; grainy texture; bitter taste; sour taste; sweet taste;

refreshing; astringent; and typical nopal flavour. The attributes cited as the most desired

for beverages were green colour, brightness, sweet aroma, nopal typical aroma,

refreshing, sweet taste, typical nopal flavour, sour taste, and fluid texture. Attributes

identified as undesirable included dull appearance, turbid, earthy aroma, bitter taste, and

grainy texture.

In Fig. 3A, principal component 1 separated the BC from the BU, BIU, BFU and

BPU. It was found that the ultrasound treatment presented a greater number of desirable

sensory characteristics, including green and shiny colour, sweet aroma, viscous texture

and typical nopal flavour. Principal component 2 separated the BIU and BFU from the

BPU. Thus, the BPU was characterized by a higher intensity of grass aroma, earthy

aroma, typical nopal aroma, and refreshing. In Fig. 3B, principal component 3 separated

the BFU from the others, denoting that this formulation was more fluid. Finally,

principal component 4 separated the BC from the ultrasound-treated beverages with

prebiotics, and BU was characterized by a higher intensity of bitter and astringent taste.

The results demonstrated that the addition of prebiotics reduced the intensity of

undesirable sensory characteristics (astringent and dull appearance) in the beverages,

making them more sensorially acceptable, mainly polydextrose.

Polysaccharides can alter the food product and promoting changes, mainly, in its

rheological properties. This change causes water retention and gel formation, causing

thickening of the food matrix. The viscosity of the food has a relevant correlation with

flavour perception characteristics (Lu et al., 2019). Furthermore, the interaction

between polyphenols and polysaccharides influences the formation of different

microstructures, which alter the physical-chemical properties of the food and, therefore,

affect the sensory, nutritional and functional characteristics of the final product (Xue et

al., 2024).

Fig. 3. Generalized Procrustes Analysis biplot (GPA) maps of cladode nopal beverages.
(A) F1 x F2 and (B) F3 x F4.
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3.6 Principal component analysis (PCA) of the main nopal beverage variables

The map demonstrated that the BC and BPU presented similar characteristics

and were characterized by higher ascorbic acid, phenolic compound, and glucose

concentrations, as well as inhibition of the α-glucosidase enzyme and antioxidant

activity by FRAP. However, the BC presented different characteristics and higher

organic acid compound concentrations, a characteristic which made it similar to the BU

(Fig. 4).

Fig. 4. Principal component analysis (PCA-biplot) based on principle component

analysis of the main nopal cladode beverage variables.

4. Conclusion

Beverages from the Opuntia dillenii cladode presented a varied nutritional

profile, rich in fibre and bioactive compounds, such as phenolic compounds and

ascorbic acid. The addition of prebiotics increased total fibre concentrations. The BPU

stood out for promoting a protective effect and increasing the stability of bioactive

compounds such as ascorbic acid and phenolic compounds during its shelf life, in

addition to better antioxidant activity using the FRAP method, while the BFU showed

greater bioaccessibility of phenolic compounds. . The addition of polydextrose reduced

inhibition of α-amylase enzyme activity, while the addition of fructo-oligosaccharides in

nopal beverage reduced inhibition of the α-glucosidase enzyme. Furthermore, the

sensory analysis results demonstrated that the ultrasonic treatment intensified the

desirable sensory characteristics of the beverage, and that the addition of prebiotics

reduced the intensity of the undesirable sensory characteristics in the beverages,

showing positive effects promoted by the ultrasonic treatment and addition of

prebiotics. These findings suggest that adding prebiotics, mainly

fructo-oligosaccharides (BFU) and polydextrose (BPU), to beverages may maintain

functionality and increase the acceptability of these products during storage.
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Figure Captions

Fig. 1. Antioxidant activity by ABTS (A), DPPH (B) and FRAP (C) methods of

nopal cladode beverages. The data are expressed as mean and stand deviation; a.b,c,d
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Different letters indicate significant differences among beverages ( (p ≤ 0.05)); A,B,C

Different letters indicate significant differences among time of storage (p ≤ 0.05). (BC

= nopal-based beverage without ultrasound treatment and prebiotic addition; BU=

nopal-based beverage with ultrasound treatment and no added prebiotic; BIU=

nopal-based beverage with ultrasound treatment with added Inulin; BFU= nopal-based

beverage with ultrasound treatment with added Fructo-oligosaccharides; BPU=

nopal-based beverage with ultrasound treatment with added Polydextrose.
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Fig. 2. Inhibition of α-amylase (A) and α-glucosidase (B) enzymatic activity of nopal

cladode beverages. The data are expressed as mean and stand deviation; a.b,c,d

Different letters indicate significant differences among beverages (p ≤ 0.05). (BC =

Control nopal-based beverage without ultrasound treatment and prebiotic addition; BU

= nopal-based beverage with ultrasound treatment and no added prebiotic; BIU =

nopal-based beverage with ultrasound treatment with added Inulin; BFU = nopal-based
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beverage with ultrasound treatment with added Fructo-oligosaccharides; BPU =

nopal-based beverage with ultrasound treatment with added Polydextrose.

Fig. 3. Generalized Procrustes Analysis biplot (GPA) maps of cladode nopal beverages.

(A) F1 x F2 and (B) F3 x F4. BC = Control nopal-based beverage without ultrasound

treatment and prebiotic addition; BU = nopal-based beverage with ultrasound treatment
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and no added prebiotic; BIU = nopal-based beverage with ultrasound treatment with

added Inulin; BFU = nopal-based beverage with ultrasound treatment with added

Fructo-oligosaccharides; BPU = nopal-based beverage with ultrasound treatment with

added Polydextrose.



63

Fig. 4. Principal component analysis (PCA-biplot) based on principle component

analysis of the main nopal cladode beverage variables. BC = Control nopal-based

beverage without ultrasound treatment and prebiotic addition; BU = nopal-based

beverage with ultrasound treatment and no added prebiotic; BIU = nopal-based

beverage with ultrasound treatment with added Inulin; BFU = nopal-based beverage

with ultrasound treatment with added Fructo-oligosaccharides; BPU = nopal-based

beverage with ultrasound treatment with added Polydextrose.
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Tables.

Table 1. pH, titratable acidity and colour of nopal cladode beverages.

Parameter Days of
storage

Nopal beverages
BC BU BIU BFU BPU

pH
1 4.40±0.01aA 4.44±0.02aA 4.41±0.00aA 4.42±0.01aA 4.43±0.00aA

14 4.37±0.00aB 4.34±0.02aA 4.36±0.01aB 4.35±0.01aB 4.34±0.00aB

28 4.35±0.01aB 4.33±0.00aB 4.32±0.01aC 4.34±0.01aB 4.32±0.00aC

Titratable
acidity

1 199.07±0.02a 199.54±0.07a 199.58±0.02a 199.49±0.10a 199.58±0.04a

14 229.38±0.03aB 229.29±0.04aB 229.92±0.06aB 229.54±0.02a 229.12±0.08a

28 249.33±0.02aC 249.18±0.04aC 249.47±0.06aC 249.48±0.02a 249.75±0.01a

Colour parameters

L*
1 19.18 19.70 20.92 19.03 17.37
14 18.38 18.15 18.79 19.02 17.30
28 16.80 17.16 16.37 18.07 15.93
1 -2.67 -2.52 -2.37 -2.55 -2.44

a* 14 -2.81 -2.32 -2.29 -1.98 -1.56
28 -1.90 -2.16 -2.21 -1.62 -1.34
1 5.72 6.16 7.02 6.50 6.89

b* 14 6.72 6.21 6.29 5.77 5.22
28 7.56 6.77 5.72 5.49 5.17

The data are expressed as mean and stand deviation.; a.b,c,d Different letters in the same line indicate significant
differences among beverages (p ≤0.05); A, B, C Different letters in the same line column indicate significant
differences among time of storage (p ≤0.05). (BC = Control nopal-based beverage without ultrasound treatment and
prebiotic addition; BU = nopal-based beverage with ultrasound treatment and no added prebiotic; BIU = nopal-based
beverage with ultrasound treatment with added Inulin; BFU = nopal-based beverage with ultrasound treatment with
added Fructo-oligosaccharides; BPU = nopal-based beverage with ultrasound treatment with added Polydextrose).
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Table 2. Organic acid and sugar concentrations of nopal cladode beverages.
Days of
storage

Nopal beverages
BC BU BIU BFU BPU

Organic acids (mmol/100mL)
Citric 1 1.94±0.14aA 1.97±0.03aA 1.22±0.04bA 1.05±0.09cA 1.16±0.08cA

14 1.82±0.01aA 1.98±0.13aA 1.35±0.21bA 1.04±0.09cA 1.06±0.14cA

28 1.31±0.14aB 1.27±0.07aB 0.70±0.04cB 0.73±0.04cB 0.89±0.04bB

Formic 1 0.71±0.14aA 0.73±0.13aA 0.59±0.01aA 0.58±0.01aA 0.61±0.01aA

14 2.92±0.08aB 5.43±0.86bB 5.63±0.15bB 1.40±0.24cA 0.87±0.43dA

28 1.98±0.47aC 2.98±0.01abC 4.20±1.72bcB 3.77±1.28abB 6.01±0.51cB

Malic 1 8.04±0.61aA 8.17±0.10aA 5.52±0.16bA 5.74±0.47bA 5.20±0.54bA

14 7.50±0.27aA 8.06±0.75aA 5.09±0.33bcA 5.67±0.60bA 5.18±0.55cA

28 6.20±0.58aB 6.33±0.25aB 3.77±1.13bB 5.44±0.29aA 5.01±0.32aB

Sugars (mmol/100 mL)
Glucose 1 3.26±0.35cA <LOD 12.96±0.47bA 2.46±1.04d 43.02±4.78aA

14 0.25±0.04cB <LOD 10.11±2.16bB <LOD 20.71±0.34aB

28 <LOD <LOD 0.56±0.23bC <LOD 1.09±0.01aC

Fructose 1 12.18±0.15dA 12.55±0.38dA 20.56±1.05bA 56.37±1.24aA 18.90±0.54cA

14 9.56±0.04cB 8.80±0.25cB 19.19±0.37bB 54.95±5.58aA 7.97±0.04cB

28 8.94±0.10cC <LOD 15.76±0.16bC 51.96±7.95aA <LOD

The data are expressed as mean and stand deviation.; a.b,c,d Different letters in the same line indicate significant
differences among beverages (p ≤0.05); A,B,C Different letters in the same line column indicate significant
differences among time of storage (p ≤0.05)). (BC = Control nopal-based beverage without ultrasound treatment and
prebiotic addition; BU = nopal-based beverage with ultrasound treatment and no added prebiotic; BIU = nopal-based
beverage with ultrasound treatment with added Inulin; BFU = nopal-based beverage with ultrasound treatment with
added Fructo-oligosaccharides; BPU = nopal-based beverage with ultrasound treatment with added Polydextrose).
Abbreviation: <LOD: below the limit of detection.
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Table 3. Profile and bioaccessibility of phenolic compounds of nopal cladode

beverages.

Phenolic compounds
Total

Concentration Bioaccessible
fraction Bioaccessibility

mg/100 mL mg/100 mL (%)
BC
Flavanol
Catechin 5.22±0.24 <LOD 0.00
Epicatechin 3.38±0.29 <LOD 0.00
Epigallocatechin gallate 0.96±0.16 0.55±0.03 57.29
Procyanidin A2 7.28±0.46 <LOD 0.00
Procyanidin B1 2.59±0.19 3.05±0.15 117.76
Procyanidin B2 5.71±0.26 5.18± 0.13 90.71

Epicatechin gallate <LOD <LOD 0.00

Flavanone
Hesperidin 41.32±5.48 <LOD 0.00
Flavanols
Kaempferol-3-glucoside 7.69±1.10 1.33±0.17 17.29
Myricetin 3.32±0.07 <LOD 0.00
Quercetin-3-glucoside 1.90±0.15 1.82±0.07 97.78
Rutin 2.02±0.20 <LOD 0.00
Isorhamnetin 104.29±6.35 7.56±1.47 7.25
Total of flavonoids 185.69±14.13 19.49±1.93
Hydroxybenzoic acids
Gallic acid 10.77±0.19 <LOD 0.00

Hydroxycinnamic acids
Caffeic acid 0.22±0.02 <LOD 0.00

Caftaric acid 13.91±0.76 <LOD 0.00

Chlorogenic acid <LOD <LOD 0.00

Stilbenes
Cis-resveratrol 2.86±0.22 <LOD 0.00

Trans-resveratrol <LOD <LOD 0.00

Total of non-flavonoids 27.76±1.16 <LOD

Total of phenolic compounds 213.45±15.29 19.49±1.93

Phenolic compounds
Total

Concentration
Bioaccessible
fraction Bioaccessibility

mg/100 mL mg/100 mL (%)
BU
Flavanol
Catechin 5.08±0.21 <LOD 0.00

Epicatechin 3.42±0.06 <LOD 0.00

Epigallocatechin gallate 1.06±0.02 1.11±0.08 104.72
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Procyanidin A2 7.55±0.08 <LOD 0.00

Procyanidin B1 2.31±0.02 <LOD 0.00

Procyanidin B2 5.62±0.01 5.44±0.08 96.80
Epicatechin gallate <LOD <LOD 0.00

Flavanone
Hesperidin 37.00±0.82 <LOD 0.00

Flavanols
Kaempferol-3-glucoside 7.93±0.26 0.32±0.02 4.03
Myricetin 3.17±0.36 <LOD 0.00

Quercetin-3-glucoside 1.90±0.12 <LOD 0.00

Rutin 2.11±0.08 <LOD 0.00

Isorhamnetin 77.02±3.59 5.40±0.12 7.01
Total of flavonoids 154.18±3.42 12.27±0.10
Hydroxybenzoic acids
Gallic acid 7.06±0.17 <LOD 0.00

Hydroxycinnamic acids
Caffeic acid 1.15±0.06
Caftaric acid 13.53±0.02 <LOD 0.00

Chlorogenic acid <LOD <LOD 0.00

Stilbenes
Cis-resveratrol <LOD <LOD 0.00

Trans-resveratrol <LOD <LOD 0.00

Total of non-flavonoids 21.75±0.98 <LOD

Total of phenolic compounds 175.92±4.41 12.27±0.10

Phenolic compounds
Total

Concentration
Bioaccessible
fraction Bioaccessibility

mg/100 mL mg/100 mL (%)
BIU
Flavanol
Catechin 4.83±0.02 <LOD 0.00

Epicatechin 3.35±0.06 <LOD 0.00

Epigallocatechin gallate 1.05±0.05 0.97±0.21 86.66
Procyanidin A2 7.53±0.10 <LOD 0.00

Procyanidin B1 2.42±0.11 2.21±0.07 91.32
Procyanidin B2 6.88±0.42 5.17±0.04 75.14
Epicatechin gallate <LOD <LOD 0.00

Flavanone
Hesperidin 31.73±1.30 <LOD 0.00

Flavanols
Kaempferol-3-glucoside 7.95±0.79 0.35±0.01 2.78
Myricetin 3.46±0.14 <LOD 0.00

Quercetin-3-glucoside <LOD <LOD 0.00

Rutin 1.84±0.20 0.26±0.01 14.13
Isorhamnetin 59.74±7.02 5.21±0.01 8.72
Total of flavonoids 130.78±9.24 14.09±0.07
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Hydroxybenzoic acids
Gallic acid 6.51±0.27 <LOD 0.00

Hydroxycinnamic acids
Caftaric acid 12.35±0.21 <LOD 0.00

Chlorogenic acid <LOD <LOD 0.00

Stilbenes
Cis-resveratrol <LOD <LOD 0.00

Trans-resveratrol <LOD <LOD 0.00

Total of non-flavonoids 19.98±0.13 <LOD

Total of phenolic compounds 150.76±9.37 14.09±0.07

Phenolic compounds
Total

Concentration
Bioaccessible
fraction Bioaccessibility

mg/100 mL mg/100 mL (%)
BFU
Flavanol
Epicatechin 5.13±0.25 <LOD 0.00

Epigallocatechin gallate 3.77±0.14 0.94±0.09 24.93
Procyanidin A2 7.62±0.07 <LOD 0.00

Procyanidin B1 2.23±0.04 2.37±0.03 106.27
Procyanidin B2 5.51±0.03 5.07±0.06 92.01
Epicatechin gallate <LOD <LOD 0.00

Flavanone
Hesperidin 32.33±1.72 <LOD 0.00

Flavanols
Kaempferol-3-glucoside 8.28±0.27 0.36±0.03 4.35
Myricetin 2.25±0.07 2.38±0.02 105.78
Quercetin-3-glucoside 1.82±0.01 1.82±0.03 100
Rutin 1.83±0.07 0.31±0.09 16.94
Isorhamnetin 66.09±5.00 8.75±0.43 13.24
Total of flavonoids 135.51±7.75 21.99±0.37
Hydroxybenzoic acids
Gallic acid 5.93±0.05 <LOD 0.00

Hydroxycinnamic acids
Caftaric acid 13.57±1.07 <LOD 0.00

Chlorogenic acid <LOD <LOD 0.00

Stilbenes
Cis-resveratrol <LOD <LOD 0.00

Trans-resveratrol <LOD <LOD 0.00

Total of non-flavonoids 20.66±1.13 <LOD

Total of phenolic compounds 158.17±6.62 21.99±0.37

Phenolic compounds
Total

Concentration
Bioaccessible
fraction Bioaccessibility

mg/100 mL mg/100 mL (%)
BPU
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Flavanol
Epicatechin 4.09±0.07 <LOD 0.00

Epigallocatechin gallate 3.91±0.20 0.67±0.01 17.14
Procyanidin A2 2.48±0.09 <LOD 0.00

Procyanidin B1 5.99±0.28 5.02±0.02 30.71
Procyanidin B2 4.06±0.19 1.00±0.05 83.81
Epicatechin gallate 0.39±0.01 <LOD 0.00

Flavanone
Hesperidin 45.47±2.35 <LOD 0.00

Flavanols
Kaempferol-3-glucoside 5.32±0.37 1.00±0.26 18.80
Myricetin 2.70±0.26 1.41±0.02 52.22
Quercetin-3-glucoside 2.51±0.05 <LOD 0.00

Rutin 2.95±0.05 <LOD 0.00

Isorhamnetin 106.10±6.02 11.10±0.28 8.58
Total of flavonoids 192.59±9.94 21.05±0.22
Hydroxybenzoic acids
Gallic acid 8.38±0.41 <LOD 0.00

Hydroxycinnamic acids
Caffeic acid 1.17±0.09 <LOD 0.00

Caftaric acid 12.22±0.71 <LOD 0.00

Chlorogenic acid 3.38±0.54 <LOD 0.00

Stilbenes
Cis-resveratrol 3.58±0.30 <LOD 0.00

Trans-resveratrol 1.19±0.04 <LOD 0.00

Total of non-flavonoids 29.90±0.93 <LOD

Total of phenolic compounds 222.49±10.87 21.05±0.22
The data are expressed as mean and stand deviation. (BC = Control nopal-based beverage without ultrasound
treatment and prebiotic addition; BU = nopal-based beverage with ultrasound treatment and no added prebiotic; BIU
= nopal-based beverage with ultrasound treatment with added Inulin; BFU= nopal-based beverage with ultrasound
treatment with added Fructo-oligosaccharides; BPU = nopal-based beverage with ultrasound treatment with added
Polydextrose). Abbreviations: <LOD: below the limit of detection.
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Table 4. Total phenolic compound concentrations and bioaccessibility of nopal

cladode beverages.

Nopal beverage Total concentration
(mg/100 mL)

Bioaccessible fraction
(mg/100 mL)

Bioaccessibility
(%)

BC 213.45±15.29a 19.49±1.93b 9.13
BU 175.92±4.41b 12.27±0.10d 6.97
BIU 150.76±9.37c 14.09±0.07c 9.34
BFU 158.17±6.62c 21.99±0.37a 13.90
BPU 222.49±10.87a 21.05±0.22 ab 9.46

The data are expressed as mean and stand deviation.; a.b,c,d Different letters in the same line indicate significant
differences among beverages (p ≤0.05). (BC = Control nopal-based beverage without ultrasound treatment and
prebiotic addition; BU = nopal-based beverage with ultrasound treatment and no added prebiotic; BIU =
nopal-based beverage with ultrasound treatment with added Inulin; BFU = nopal-based beverage with ultrasound
treatment with added Fructo-oligosaccharides; BPU = nopal-based beverage with ultrasound treatment with added
Polydextrose).



71

SUPPLEMENTARY MATERIAL

Table S1. Dietary fibres of nopal cladode beverages.

Dietary fibres
Nopal beverages

BC BU BIU BFU BPU
Total fibre 1.77±0.07d 1.80±0.13d 2.01±0.07c 2.27±0.03a 2.18±0.11b

Insoluble fibre 0.26±0.03b 0.27±0.14b 0.31±0.07a 0.31±0.09a 0.34±0.07a

Soluble fibre 1.51±0.03d 1.53±0.05d 1.70±0.04c 1.96±0.04a 1.85±0.07b

The data are expressed as: mean±S.D.; a.b,c,d Different letters in the same line indicate
significant differences among beverages (p≤0.05). (BC = Control nopal-based beverage
without ultrasound treatment and prebiotic addition; BU = nopal-based beverage with
ultrasound treatment and no added prebiotic; BIU = nopal-based beverage with ultrasound
treatment with added Inulin; BFU = nopal-based beverage with ultrasound treatment with
added Fructo-oligosaccharides; BPU = nopal-based beverage with ultrasound treatment with
added Polydextrose).

Table S2. Chlorophyll and ascorbic acid concentration of nopal cladode beverages.
Bioactive
compound

Days of
storage

Nopal beverages
BC BU BIU BFU BPU

Chlorophyll
a

1 9.04±0.01aA 8.80±0.04aA 9.19±0.01aA 7.45±0.05bA 6.17±0.05cA

14 6.35±0.02aB 6.82±0.01aB 6.10±0.00aB 3.66±0.02cB 5.16±0.02bB

28 4.76±0.01aC 5.11±0.06aC 5.18±0.02aC 3.30±0.01bC 3.62±0.04bC

Chlorophyll
b

1 4.91±0.07aA 4.94±0.08aA 4.95±0.02aA 4.25±0.05bA 3.48±0.02bA

14 2.60±0.08cB 3.43±0.03bB 5.40±0.03aB 2.43±0.02cB 2.79±0.04cB

28 3.08±0.06aC 2.92±0.01aC 2.80±0.02aC 2.28±0.01bC 2.61±0.04abC

Total
Chlorophyll

1 13.91±0.07aA 13.69±0.09aA 14.14±0.06aA 11.74±0.07bA 9.64±0.07cA

14 8.95±0.08cB 10.25±0.03bB 11.50±0.02aB 6.09±0.01eB 7.94±0.03dB

28 7.69±0.06aC 8.01±0.05aC 8.07±0.07aC 5.57±0.03cC 6.23±0.03bC

Ascorbic
acid

1 191.84±0.02aA 175.01±0.07bA 174.88±0.03bA 175.43±0.07bA 190.14±0.03aA

14 170.81±0.02aB 155.95±0.01bB 155.69±0.02bB 155.58±0.08bB 170.66±0.09aB

28 139.85±0.07bC 132.43±0.08cC 140.18±0.04bC 139.69±0.10bC 155.86±0.08aC

The data are expressed as: mean±S.D.; a.b,c,d Different letters in the same line indicate
significant differences among beverages (p≤0.05); A,B,C Different letters in the same line
column indicate significant differences among time of storage (p ≤0.05). (BC = Control
nopal-based beverage without ultrasound treatment and prebiotic addition; BU = nopal-based
beverage with ultrasound treatment and no added prebiotic; BIU = nopal-based beverage with
ultrasound treatment with added Inulin; BFU = nopal-based beverage with ultrasound treatment
with added Fructo-oligosaccharides; BPU = nopal-based beverage with ultrasound treatment
with added Polydextrose).
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Fig. S1. Total phenolic compounds of nopal cladode beverages. The data are expressed

as mean and stand deviation; a.b,c,d Different letters indicate significant differences

among beverages (p≤0.05); A,B,C Different letters indicate significant differences

among time of storage (p≤0.05). BC = Control nopal-based beverage without ultrasound

treatment and prebiotic addition; BU = nopal-based beverage with ultrasound treatment

and no added prebiotic; BIU = nopal-based beverage with ultrasound treatment with

added Inulin; BFU = nopal-based beverage with ultrasound treatment with added

Fructo-oligosaccharides; BPU = nopal-based beverage with ultrasound treatment with

added Polydextrose.
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APÊNDICES

APÊNDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TECLE
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ANEXOS

ANEXO A – Parecer consubstanciado do Comitê de Ética em Pesquisa
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