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RESUMO

Os cladodios de Opuntia dillenii apresentam uma composi¢cdo rica em nutrientes e
compostos funcionais, destacando-se os compostos fenodlicos, vitamina C, fibras
dietéticas e minerais. Por este motivo, os cladodios tém se tornado foco de diversos
estudos, contudo, informagdes na literatura sobre seu uso no desenvolvimento de
alimentos funcionais e suas atividades bioldgicas ainda sdo escassas e limitadas, o que
influencia na baixa popularidade desta cactdcea na alimentacdo humana. Dessa forma,
este estudo teve como objetivo elaborar bebidas a base de cladddios de palma
adicionadas de prebidticos e tratadas com ultrassom e avaliar os parametros
fisico-quimicos, nutricionais e sensoriais, bem como a bioacessibilidade de compostos
fenodlicos, 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
frutoligossacarideos (BFU) e tratada com ultrassom e adicionada de polidextrose
(BPU). Posteriormente foram realizadas andlises de determinacdo de fibras dietéticas,
pH, acidez, 4cido ascorbico, clorofila, cor, perfil de acucares, acidos organicos e
oligossacarideos, perfil e bioacessibilidade de compostos fenolicos, atividade
antioxidante pelos métodos ABTS, DPPH e FRAP e atividade antidiabética in vitro por
inibicdo enzimatica (alfa-amilase e alfa-glicosidase) e qualidade sensorial. Observou-se
que a adi¢do de prebidticos promoveu aumento de 10,44 a 20,70% do conteudo de
fibras dietéticas totais. BPU apresentou a maior concentragdo e estabilidade dos
compostos fenolicos, acido ascorbico, acido foérmico e acido malico 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 fendlicos. O
tratamento com ultrassom intensificou as caracteristicas sensoriais desejaveis das
bebidas, além de reduzir a intensidade das caracteristicas sensoriais indesejaveis. Os
resultados mostraram que a bebida adicionada de polidextrose apresentou maior
preservacao da estabilidade de compostos fenolicos e vitamina C ao longo de sua vida
util, preservando sua funcionalidade e aumentando a aceitabilidade do produto.

Palavras-chave: cactidceas, compostos fenodlicos, fibras dietéticas, bioacessibilidade,

atividade antidiabética, analise 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. INTRODUCAO

Opuntia, mais conhecida como palma, cacto de pera espinhosa ou cacto nopal,
pertence a familia das angiospermas dicotiledoneas Cactaceae. Trata-se de uma planta
que apresenta bom desenvolvimento em regides com climas arido e semiarido (Bhadane
et al., 2023).

Os cladédios de palma (Opuntia dillenii) apresentam, em sua composi¢ao,
diversos compostos com propriedades funcionais, dentre estes compostos se destacam
as fibras dietéticas, minerais (Bouhrim et al., 2021; Li et al.,, 2023), compostos
fenolicos, acido ascorbico e outros compostos bioativos responsaveis por promover
efeitos benéficos a saude (Rodrigues et al., 2023).

Embora seja abundante em regides de climas 4rido e semiarido do Brasil e
promova efeitos benéficos a saude que ja foram cientificamente comprovados, a palma
ainda ¢ um alimento pouco consumido neste pais. Todavia, um estudo transcultural
realizado por Albuquerque et al. (2018) demonstrou que os brasileiros apresentam
interesse em consumir os produtos a base de palma, devido as suas propriedades
funcionais.

As aplicagdes alimenticias das diferentes estruturas que compdem as espécies de
Opuntia spp., incluindo cladodios, flores e frutos, estdo sendo cada vez mais
investigadas, com o objetivo de proporcionar melhorias as caracteristicas sensoriais e
tecnoldgicas 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 probidticos (Taheur et al., 2020).

A preocupacdo em desenvolver produtos alimenticios funcionais tem sido uma
das principais tendéncias das industrias de alimentos e farmacéutica. Essa preocupagio
¢ justificada pela crescente busca, por consumidores mais conscientes, de produtos que
promovam efeitos benéficos a sua satde e influenciem na sua qualidade de vida.
Inumeros alimentos e nutracéuticos, contendo compostos bioativos e fibras prebidticas,
tém sido elaborados a fim de atender a demanda global por esses produtos (Costa et al.,
2019; Fernandes et al., 2020; Silva et al., 2020).

Além do interesse da industria alimenticia em desenvolver produtos de alta

qualidade nutricional, visando atender o aumento da demanda de consumidores cada



vez mais exigentes na busca por alimentos que promovam beneficios para a satde, ha
também a preocupacdo em desenvolver alimentos que apresentem seguranca
microbiologica e caracteristicas sensoriais agradaveis. Considerando estas
preocupacoes, a industria de alimentos busca, de forma continua, alternativas de
métodos de conservacdo de alimentos, dentre estes, ressaltam-se as tecnologias
emergentes, incluindo o ultrassom, que tem sido empregado visando a conservacao de
alimentos e bebidas, de modo que as propriedades funcionais e sensoriais ndo sejam tao
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 pasteurizagdo. Estudos evidenciam
que o tratamento com ultrassom aumentou a liberagdo de compostos antioxidantes e
teve um efeito minimo no contetido de fenolicos e acido ascorbico 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 a
base de palma e a disponibilizagdo de informagdes acerca das suas propriedades
nutricionais e funcionais pode incentivar a geracdo de renda e a cadeia produtiva
sustentavel desta cacticea através de novas demandas de mercado.

Ademais, a aplicacdo da tecnologia emergente de ultrassom em alimentos
funcionais, exemplo do suco a base dos claddédios de palma, estd diretamente
relacionada as necessidades e tendéncias do mercado consumidor, que apresenta uma
populagdo preocupada com a redugdo no uso de aditivos alimentares e com a
manuten¢do da qualidade microbiologica, 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 adicdo de prebioticos (inulina, oligofrutose ou polidextrose) nas
caracteristicas fisico-quimicas, compostos bioativos, bioacessibilidade de compostos
fenolicos, atividade antioxidante e antidiabética, e qualidade sensorial de bebidas

elaboradas a base de cladodios de palma (Opuntia dillenii).



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 PALMA (Opuntia dillenii)

As espécies de Opuntia apresentam grande relevancia em termos nutricionais e
farmacoldgicos. A palma forrageira, em sua integralidade, tem se tornado cada vez mais
popular pelo destaque de seu valor nutricional, apresentando uma composi¢do rica em
fibras dietéticas, vitaminas, minerais € compostos bioativos, incluindo fenolicos e
flavonoides, capazes de exercer inimeros beneficios a saude (Barba et al., 2022; Bahkar
et al., 2020).

Quase todas as espécies de Opuntia spp. possuem hastes planas denominadas
cladodios (pas), sendo considerada a variagdo mais comum a palma forrageira (nopal).
Os frutos deste cacto, conhecidos como frutos de cacto de pera ou péra espinhosa se
apresentam em formato oval com uma grande quantidade de sementes e uma casca
semi-dura que contém espinhos, € podem apresentar cores diferentes, incluindo
vermelho, roxo, laranja, amarelo e branco. O México ¢ o principal pais produtor de
frutas de palma de cacto, representando mais de 45% da produgao mundial; no entanto,
apenas 1,5% dessa producao é exportada (Farias et al., 2023). Os cladddios, sementes,
flores e fruto da palma forrageira sdo utilizados durante muito tempo na medicina
tradicional, como tratamento para diversas doencas, como diabetes, doengas hepaticas e
gastricas (Madrigal-Santillan et al., 2014; Mohamed et al., 2023).

As diferentes partes que constituem a palma, incluindo os claddédios, sdo
consideradas como uma fonte rica de compostos bioativos, principalmente fenolicos,
flavonoides e betalainas (Barba et al., 2022; Prisa, 2023). Um estudo conduzido por
Chougui et al. (2015) demonstrou que o extrato hidroetanolico das casas de palma
espinhosa (Opuntia-ficus-indica) apresentou um perfil rico em compostos fendlicos
(1512,58 mg de GAE / 100 g DM). Dezesseis compostos pertencentes aos grupos acido
hidroxilbenzdico, acidos hidroxicindmicos e flavonoides foram detectados (Eman et al.,
2017).

Opuntia dillenii (Ker Gawl.) Haw. destaca-se pela abundancia de compostos
bioativos e nutrientes presentes em sua composi¢cdo. Os cladoédios do cacto contém
vitaminas, antioxidantes e varios flavonoides, reconhecidos por promoverem atividades
biologicas, especialmente atividades antioxidantes, anti-inflamatorias,

antiaterosclerdticas, anti-hiperlipidémicas, analgésicas, gastroprotetoras e antidiabéticas



(Wang et al., 2015; Siddiqui et al., 2016; Bouhrim et al., 2021; Li et al., 2023;
Abdelkader et al., 2023).

Figura 1. Cladddios de Opuntia dillenii

Fonte: Proprio autor, 2023.

México, Argentina, Peru, Bolivia, Brasil, Estados Unidos (Texas), Espanha,
Italia, Africa (Marrocos, Tunisia, Eritreia, Etiopia) e Africa do Sul sdo paises em que o
cultivo desses cactos ¢ popular (Bakour et al.,2017).

Em paises, especialmente o México, e em algumas regides dos Estados Unidos,
o consumo de palma ja se tornou parte da cultura alimentar. Na maturacdo inicial, a
palma ¢ consumida em saladas, molhos, sopas, guisados, snacks, bebidas e sobremesas.
Quando maduro, este cacto ¢ muito utilizado na alimentacdo animal (Mendez et al.,
2015).

No Brasil, os cladédios da palma s3o popularmente utilizados como ragao
animal, principalmente na regido Nordeste, em que o clima semi-arido ¢ predominante.
Mesmo sendo um vegetal abundante na regido, a palma ndo ¢ popular no consumo
alimentar humano (Nascimento et al., 2011). Todavia, estudos indicaram que os
brasileiros apresentam interesse em introduzir a palma na alimentagdo, considerando,

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

2.2 COMPONENTES PREBIOTICOS



Os prebidticos sao componentes alimentares ndo vidveis que proporcionam fonte
seletiva de carbono fermentavel para o crescimento e/ou atividade metabolica de
microrganismos benéficos da microbiota intestinal, em particular, bactérias probidticas,
promovendo beneficios a satide do hospedeiro, que estdo relacionados a modulagdo da
microbiota (Leddomado et al., 2021; Ji et al., 2023). Para que um componente alimentar
seja considerado como prebidtico, € necessario que apresente resisténcia aos processos
de digestdo, absor¢ao e adsorcdo do hospedeiro; seja fermentado pela microbiota do
trato gastrintestinal; estimule seletivamente o crescimento e/ou atividade metabolica de
uma quantidade de bactérias no trato gastrointestinal, modificando a microbiota do
coOlon, favorecendo uma microbiota majoritariamente saudavel (Hueda, 2017).

Entre os componentes prebioticos, destacam-se as fibras dietéticas, os
oligossacarideos e os compostos fendlicos, que estdo presentes na composi¢ao de uma
ampla variedade de vegetais. As fibras dietéticas, encontradas em plantas, podem
promover agdo prebidtica, ou seja, sua por¢do comestivel ou carboidratos analogos,
apresentam resisténcia ao processo digestivo e absor¢ao no intestino delgado, com
processo fermentativo completo ou parcial no intestino grosso. Estas fibras podem ser
classificadas como insoluveis, a exemplo da celulose, lignina e algumas hemiceluloses,
ou soluveis em agua, como grande parte das pectinas, mucilagens e gomas (Kaur et al.,
2021).

Inulina, FOS (frutoligossacarideo), GOS (galactoligossacarideo), lactulose, e
polidextrose sdo classificados prebidticos, enquanto isomaltoligossacarideos, XOS
(xiloligossacarideo) e lactitol sdo classificados como prebidticos emergentes. Os
primeiros oligossacarideos conhecidos comercialmente como prebioticos, foram os
FOS, GOS e a inulina (Guo et al., 2019), por serem obtidos, de formas mais praticas e
acessiveis, de alimentos (Bajury et al., 2018).

Quando os prebidticos chegam ao coélon, particularmente na por¢do proximal,
passam por um processo de degradacdao primadria por bactérias para oligossacarideos e
monossacarideos e pequenos compostos fenolicos, respectivamente (Hueda, 2017). Os
compostos finais do metabolismo da microbiota de prebidticos sdo, fundamentalmente,
os acidos graxos de cadeia curta (AGCC), incluindo 4cido acético, propionico, latico e
butirico, que sdo utilizados pelo organismo hospedeiro como fontes de energia, atuam
na inibigdo de patogenos entéricos e intensificam a biodisponibilidade de minerais

(Ambalam et al., 2015; Facchin et al., 2024).



A inulina ¢ um polissacarideo de armazenamento (Morreale et al., 2019; Kiewiet
et al., 2021), reconhecido pela Associagdo Cientifica Internacional de Probioticos e
Prebioticos (ISAPP) como prebidtico. Plantas que possuem uma composi¢do rica em
inulina, constituem parte da alimentagcdo diaria de individuos de diversos paises. Por
promover diversos beneficios a satde, a inulina ¢ reconhecida como alimento funcional.
Seu potencial prebiotico ¢ justificado por seu alto grau de polimerizacao (Singh; Singh;
Larroche, 2019).

Considerando o comprimento da cadeia ou grau de polimerizagao, os frutanos do
tipo inulina sdo separados em subcategorias em relacdo 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 polimerizagdo esta relacionado,
principalmente, a fatores como a fonte vegetal, tempo de colheita, condi¢ao climatica,
estacio de crescimento e armazenamento. Considera-se que o hidrolisado
monossacarideo apresenta maior facilidade de fermentacdo quando comparado ao
polissacarideo, e os diferentes graus de polimerizagdo afetam a taxa de fermentacao
(Man et al., 2021).

A configuragdo B da inulina atribui, a esse tipo de frutano, resisténcia a agao das
enzimas do trato digestivo superior, permitindo que a inulina chegue, parcialmente
digeridos ou nao digeridos, ao intestino grosso, viabilizando sua fermentagdo, de forma
seletiva, por bactérias benéficas que colonizam o intestino grosso (Morrealea;
Benavent-Gila; Rosell, 2019). O baixo grau de polimerizagdo, entre 3 e 10, possibilita
que as inulinas sejam fermentadas rapidamente no célon proximal, enquanto o alto grau
de polimerizagdo, quando maior que 20, permite que ela apresente maior resisténcia a
fermentagcdo intestinal e, como resultado, exerca uma atividade inferior. Nestas
condi¢des, o processo de metabolizacdo ocorre no colon distal (Pang et al., 2019).

A acdo dos prebioticos ¢ afetada pelo grau de polimerizacao destes que, quando
alto, propicia uma maior colonizacdo e diversidade de microrganismos probioticos,
além de promover acidificacdo do coélon, afetando a composi¢ao da microbiota intestinal
e, consequentemente, seu metabolismo (Man et al., 2021; Ast6 et al., 2019). Pesquisas
recentes evidenciam que a introducdo de uma quantidade adequada de fibras
alimentares na dieta pode ser considerada como uma estratégia de prevengao primaria
contra o risco dos principais tipos de doencas ndo transmissiveis (Morrealea;

Benavent-Gila; Rosell, 2019; Waddell; Orfila, 2023).



A ingestdo de fibras ¢ uma estratégia eficaz de modular a composi¢do da
microbiota, melhorar respostas imunologicas, a satde intestinal e regular niveis de
insulina, glicemia e lipideos séricos (Schaafsma; Slavin, 2015; Ni et al., 2017; Kiewiet
et al., 2021; Waddell; Orfila, 2023).

Entre os beneficios promovidos pela inulina, destacam-se sua acdo no
metabolismo de lipidios, na absor¢do de ions minerais no intestino, regulacdo do
controle glicémico e prevengdo da obesidade. Partes que compdem plantas, incluindo
Dahlia pinnata (Dahlia), Taraxacum officinale (dente de ledo), Asparagus officinalis
(aspargos), Helianthus tuberosus (alcachofra de Jerusalém), Cichorium intybus
(chicoria), sdo exemplos de vegetais que contém uma alta quantidade de inulina (Singh;
Singh; Larroche, 2019).

O uso combinado de inulina e FOS ¢ capaz de promover a homeostase da
microbiota intestinal humana, através do estimulo do crescimento de bactérias bifidas
no intestino humano, que proporcionam inimeros beneficios a satde (Singh; Singh;
Larroche, 2019).

Os prebidticos oligofrutose e o FOS sdo capazes de reter maiores concentragdes
de 4gua, quando comparados a inulina (Ozturkoglu-Budak, et al., 2019; Man et al.,
2021). A oligofrutose ¢ um frutano encontrado na natureza como carboidrato de
armazenamento de plantas. A oligrofutose é formada quando a inulina passa pelo
processo de hidrolise com duas a dez unidades de monossacarideo, podendo apresentar
uma unidade de glicose no final da cadeia (Sanyal et al., 2023).

Por sua vez, a polidextrose ¢ uma fibra dietética solivel em dgua com contetido
calérico de 1 kcal/g, é considerada um carboidrato complexo composto por glicose,
acido citrico e sorbitol. Trata-se de um prebiodtico ndo digerivel, que possui a¢ao laxante
e promove efeitos na regulacdo dos niveis de glicemia e colesterol (Veena; Nath; Arora,
201; Huang et al., 2020). Além disso, a polidextrose estimula a peristalse intestinal e
aumenta frequéncia de defecagdo, esse aumento pode ser justificado pela capacidade
que este prebiodtico possui de aumentar o volume fecal, tornando a consisténcia do bolo
fecal mais macia (Ibarra et al., 2019).

Ademais, a polidextrose possui propriedades tecnologicas, entre elas a
capacidade de formagdo de um gel altamente viscoso, caracteristica que contribui para a
cremosidade e palatabilidade de alguns alimentos e, devido a estas propriedades, ¢

utilizada em alguns produtos lacteos, como substituto de gordura (Huang et al., 2020).



Diante dos beneficios comprovados, estudos com produtos enriquecidos com
prebioticos tém sido desenvolvidos, dentre estes produtos, bebidas adicionadas de
prebidticos tém se destacado, incluindo suco de laranja enriquecido com
xilooligossacarideos (Silva et al. 2020), suco de maga adicionado de inulina (Strieder et
al., 2023), sucos de morango adicionados de inulina e oligofrutose (Cassani; Tomadoni;
Del Rosario Moreira, 2020).

Os compostos fenolicos sdo compostos bioativos e estdo presentes na
composi¢ao dos vegetais. Os polifenois podem ser metabolizados pela microbiota
intestinal, esse processo pode torna-los mais biologicamente ativos, quando comparados
aos compostos primarios, aumentando também sua bioacessibilidade. Os compostos
fendlicos sdo capazes de estimular o crescimento seletivo de alguns grupos especificos
de microorganismos benéficos a microbiota intestinal (Danneskiold-Samsee et al.,
2019).

Estes compostos sdo conhecidos por promoverem diversos beneficios a satde,
que podem ser justificados por suas atividades bioldgicas, que auxiliam na manutencao
da satde e na protecdo do organismo, incluindo atividades imunomoduladoras,
antioxidantes, antiinflamatorias, antidiabéticas e anticarcinogénicas (Giraldo-Silva et

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

23 USO DE ULTRASSOM COMO METODO DE CONSERVACAO DE
ALIMENTOS E BEBIDAS

Na area de desenvolvimento e processamento de bebidas ndo alcodlicas, o
processamento térmico apresenta maior aplicabilidade, sendo utilizado com o objetivo
de garantir qualidade microbioldégica e aumentar a vida util das bebidas.

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

O tratamento térmico de pasteurizacdo ¢ o método de conservagdo padrio
utilizado para preservar a qualidade deste tipo de produto durante sua vida util, todavia,
este método afeta negativamente as propriedades nutricionais desses alimentos, isso
ocorre devido as reagdes de escurecimento e perda significativa de nutrientes
termossensiveis, como os compostos fendlicos, que sdo afetados pela alta temperatura

empregada (Margean et al., 2020). Além de promover perda de valor nutricional, este



tipo de processamento também pode modificar as caracteristicas sensoriais (textura,

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

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

Estabilidade de compostos
bioativos

Banho Ultrassanico 7 J

Industrias

= | alimenticiase ——P —>

pesquisas '
[AYAY

p
Inibicdo de microrganismos e

ENIZINAS
LS 4

. \I
=—+Transdutor Qualidade sensorial

1
!-. 'll

Fonte: Proprio autor, 2023.

Diante da busca de métodos de conservacdo que garantam a qualidade
microbioldgica dos alimentos e promovam perdas minimas do valor nutricional e
caracteristicas sensoriais desejaveis, as tecnologias emergentes de conservagao,

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

O tratamento com ultrassom ¢é utilizado nos ramos da medicina, industria
quimica e engenharia, desde o inicio do século XX, entretanto seu uso em alimentos so
iniciou em meados do século XX (Alves et al., 2013). Este método pode substituir
algumas técnicas convencionais de processamento, promovendo efeitos de
emulsificagdo, homogeneizacao, esterilizacdo e desgaseificagdo, bem como também
pode ser utilizado para intensificar e/ou acelerar técnicas tradicionais de extracdo,

congelamento, descongelamento, filtragdo, secagem ou desidratagdo (Singla; Sit, 2021).

O processo de sonicac¢do, pela utilizacdo do ultrassom, tem como base o
fenomeno de cavitacdo, que consiste em movimentos de compressao e descompressao
de moléculas que integram o meio, cujo colapso destas moléculas resulta em uma
implosao, que gera energia, podendo aumentar a reatividade quimica no meio
(Sulaiman; Silva, 2023). O ultrassom emite ondas sonoras de alta frequéncia, que

quando transmitidas através de um material liquido, sélido ou gés com propriedades
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elasticas, se movem em uma velocidade relativa, que depende da natureza e

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

Figura 3. Efeitos mecanicos do tratamento com ultrassom
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Fonte: Adaptado de Astrain-Redin et al., 2021.

O banho ultrassonico se baseia em um tanque de dgua, que pode conter um ou
mais transdutores ultrassonicos, opera em uma frequéncia fixa e ¢ equipado com um
dispositivo que monitora e controla a temperatura. A estrutura do banho ultrassonico
permite que mais de uma amostra seja manuseada, de forma simultanea, de forma
simples e com riscos quimicos e fisicos reduzidos (Chemat et al., 2017). Existem trés
faixas de frequéncia e poténcia em que o ultrassom pode operar: ultrassom de alta
poténcia (16—100 kHz), ultrassom de alta frequéncia (100 kHz - 1MHz) e ultrassom de
diagnostico (1-10 MHz) (Margean et al., 2020).

A finalidade da aplicabilidade do ultrassom na éarea de ciéncia e tecnologia de
alimentos ¢ de promover melhorias na qualidade microbioldgica, nutricional e sensorial
dos produtos alimenticios, aumentando, assim, a vida util destes produtos (Altemimi et
al., 2015; Margean et al., 2020). O ultrassom ¢ uma tecnologia emergente que, diferente
do processamento térmico, ndo compromete, de forma significativa, os atributos
nutricionais e sensoriais, além de estender a vida util de alimentos em geral (Ahmad et

al., 2023). Ademais, essa tecnologia tem como outras vantagens a redug¢ao do tempo de



11

processamento, o custo relativamente baixo, além de ser ecologicamente sustentavel
(Mason; Paniwnyk; Lorimer, 1996).

O ultrassom de alta frequéncia, em frequéncias superiores a 100 kHz, ¢ um
processo nao invasivo, que pode ser empregado para monitorar processos alimentares e
para avaliar as propriedades fisico-quimicas dos alimentos, enquanto o ultrassom de alta
poténcia, com frequéncias entre 16-100 kHz, causa efeitos fisicos, mecanicos e
quimicos 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 parametros de um suco de
graviola tratado com ultrassom, em niveis de amplitude variando de 20 a 100% da
poténcia total de entrada (500 W), na frequéncia constante de 19 kHz por diferentes
tempos (2 ¢ 10 min). Nos resultados do estudo, verificou-se a reducao da atividade
enzimdtica da enzima polifenoloxidase (PPO), pequenas alteragdes de cor e uma
significativa retencdo de compostos fenolicos 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 limdo tratado com ultrassom, demonstrou que o tratamento foi capaz de garantir
a qualidade microbiolégica do suco, inibir significativamente a atividade da enzima
polifenoloxidase (PPO), promoveu o aumento do conteiido de fenolicos, atividade
antioxidante e vitamina C em 16,7%, 10,7% e 14,1%, respectivamente.

Uma pesquisa com bebidas elaboradas a base dos cladodios de palma (Opuntia
ficus-indica) demonstrou efeitos positivos nas bebidas que foram submetidas ao
tratamento com ultrassom (42 kHz, poténcia 240 W nos tempos 10, 20 e 40 min). Os
dados demonstraram que a bebida submetida a 40 minutos de ultrassom apresentou
maiores concentragdes de oligossacarideos, acidos organicos, dcido ascorbico, minerais,
compostos fenolicos e atividade antioxidante ao longo da vida de prateleira, em
comparacdo a bebida de palma controle (ndo tratada com ultrassom) e a bebida
pasteurizada. Ademais, o ultrassom promoveu uma maior aceitagdo 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), abdbora (Demir; Kilinc, 2019), mirtilo (Wu et al., 2021),



12

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 informagdes reportadas na literatura, verifica-se que o tratamento
com um ultrassom se trata de uma técnica promissora para preservar compostos
bioativos e potenciais atividades biologicas, bem como melhorar a qualidade nutricional
e sensorial destes produtos durante seu processamento e vida util (Albuquerque et al.,
2021) além de ser apontada como uma tecnologia eficaz para assegurar a qualidade
microbioldgica, sensorial e nutricional durante o processamento de sucos com carater
funcional (Gomes et al.,, 2017). Um alimento com potencial funcional se refere a
alegacdo relativa ao papel metabolico ou fisioldgico que a matriz alimentar/nutriente
tem no crescimento, desenvolvimento, manutengcdo e em outras fungdes normais do
organismo humano, apresentando diversas atividades bioldgicas, promovendo efeitos

benéficos para a saide (Yuan et al., 2024).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 COLETA DE CLADODIOS DE PALMA E LOCAL DE EXECUCAO DA
PESQUISA

A coleta de cladodios de palma foi realizada em uma area de cultivo na cidade
de Cuité (Latitude: 06° 29' 01" S, Longitude: 36° 09' 13" W), localizada na Paraiba. Os
cladodios foram colhidos apos 45 dias da brotagdo, pela manha, as 6-7 horas, entre os
meses de julho a outubro de 2021 e transportadas em condi¢cdes adequadas de
refrigeracdo. Estas amostras foram transportadas com os espinhos, em temperatura
ambiente e ao abrigo da luz até Jodo Pessoa, Paraiba. Foram considerados como
critérios de selecao dos cladddios: integridade fisica e caracteristicas padrdes de cor e
tamanho dos cladddios relacionadas a espécie e ao tempo de brotamento determinado. A
palma da espécie Opuntia dillenii foi identificada pelo professor botanico Rubens
Teixeira de Queiroz e teve sua identificacdo depositada (n. JPB66980) no Herbario
Lauro Pires Xavier da Universidade Federal da Paraiba (UFPB).

A elaboracdo das bebidas e analises de pH, acidez tituldvel e cor foram
realizadas no Laboratorio de Técnica Dietética do Centro de Ciéncias da Satde
(CCS/UFPB). As analises de vitamina C, clorofila e atividade antioxidante foram
executadas no Laboratério de Fisico-Quimica do Centro de Tecnologia e
Desenvolvimento Regional (CTDR/UFPB). As andlises cromatograficas de compostos
fenolicos, acidos organicos e agticares foram desenvolvidas no Laboratorio de Bebidas
(IFSertaoPE). A analise de atividade antidiabética foi realizada no Laboratdrio de
Processo de Alimentos (IFPR). As andlises de determinagdo de fibras e
bioacessibilidade de compostos fendlicos foram realizadas no Laboratério de Processos
Microbianos de Alimentos e a andlise sensorial foi conduzida no Laboratorio de Leite e

derivados, ambos localizados no Centro de Tecnologia (CT/UFPB).
3.2 ELABORACAO DE BEBIDAS A BASE DE PALMA
Os cladddios de palma foram previamente higienizados com agua corrente e

sanitizados com imersao em agua clorada 200 ppm por 15 min e posterior enxague. Em

seguida, foi realizada a retirada manual dos espinhos, corte dos cladédios em cubos
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uniformes e imersao em agua com sal refinado 0,9% por 50 minutos para a remogao do
excesso de mucilagem (Albuquerque, 2021; Albuquerque et al., 2022).

Para o processo de preparagdo da bebida (Figura 2), os cladddios de palma foram
moidos em extrator de suco comercial (Skymsen ©, modelo EXB-N INOX, Sao Paulo,
Brasil) por cinco minutos, em uma propor¢ao de 3:1 entre palma e dgua (densidade =
1,075 + 0,12), considerando que esta foi a propor¢do que demonstrou os melhores
resultados para as caracteristicas tecnologicas da bebida, como aparéncia, consisténcia e
uniformidade (Albuquerque et al., 2021). Em seguida, foram elaborados cinco tipos de

bebidas:

e Bebida BC: bebida a base dos cladodios de palma sem tratamento;

e Bebida BU: bebida a base dos cladodios de palma tratada com ultrassom;

e Bebida BIU: bebida a base dos cladddios de palma, com adigdao de 2,5% de
inulina de cadeia média e tratada com ultrassom.

e Bebida BFU: bebida a base dos cladédios de palma, com adigdo de 2,5% de
frutooligossacarideos e tratada com ultrassom.

e Bebida BPU: bebida a base dos cladodios de palma, com 2,5% de polidextrose e

tratada com ultrassom.

Figura 4. Processo de elaboracao das bebidas de cladoédio de palma

Etapas do processamento e elaboragdo das bebidas - 1: Higienizagdo e sanitizacdo dos cladodios; 2:
Remogido dos espinhos; 3: Corte dos cladodios e remocdo da mucilagem por imersdo em solugao salina;
4: Bebida obtida apds ser submetida ao processo de liquidificagdo; 5: Elaboracao das 5 formulagdes das
bebidas de palma.
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Fonte: Proprio autor, 2023.

A determinacdo da quantidade de componente prebidtico adicionado (inulina,
frutooligossacarideos e polidextrose) foi de 2,5 g/100 mL por por¢do de bebida, foi
baseada em estudo prévio que recomendou uma ingestao diaria de 2 a 4 g de prebiodticos
(Closa-Monasterolo et al., 2017) e na legislacao brasileira que atribui 2,5 g destes
componentes, por por¢ao, para usar a reivindicacdo da alegagdo de funcionalidade para
a saude (ANVISA, 2019).

O tratamento com ultrassom foi realizado em sistema de banho ultrassonico com
termostato (Unique©, modelo USC-2850A, Sao Paulo, Brasil), na frequéncia de 25 kHz
e poténcia ultrassonica de 240 W (Albuquerque et al., 2021). Todo o processo foi
realizado ao abrigo da luz e o equipamento de ultrassom com circulagdo de agua foi
utilizado para a manutencdo da temperatura estavel a +30°C. Por fim, as bebidas foram
imediatamente resfriadas por imersao em banho de agua gelada apods os tratamentos e
armazenadas em frascos plasticos de polipropileno a 4°C para a realiza¢ao das analises

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

Figura 5. Desenho experimental do processamento das bebidas de palma
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Fonte: Proprio autor, 2023.

3.3 ANALISES TECNOLOGICAS

O pH foi determinado em um potencidometro digital (Modelo Q400, Quimis®,
Diadema, Sao Paulo). Para avaliagdo da acidez total titulavel, foi realizada a
neutralizacdo da amostra com soluc¢ao padrao de NaOH 0,1 N sendo determinada pelo

método de titulometria (AOAC, 2019).
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Para analise da cor instrumental foi utilizado o colorimetro Minolta (Modelo
CR- 300, utilizando o sistema CIELAB, 1996). No espago colorimétrico CIELAB,
determinado por L*, a*, b*, a coordenada L* corresponde a luminosidade, a* e b*
referem-se as coordenadas de cromaticidade verde(-)/vermelho(+) e azul(-)/amarelo(+),

respectivamente.

3.4 CARACTERIZACAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS

Foram realizadas andlises para quantificacdo de fibras totais, soluveis e
insoluveis, vitamina C e clorofila, bem como a quantificagdo e caracterizacdo do perfil

de acgucares e acidos organicos, compostos fenolicos das bebidas.

3.4.1 Determinacio de fibras

As fibras dietéticas totais, soluveis e insoluveis foram determinadas utilizando o
kit de ensaio pelo método enzimatico-gravimétrico (Sigma Aldrich, St. Louis, EUA),

seguindo a metodologia 991.43 (AOAC, 2016).

3.4.2 Determinacao de vitamina C e clorofila

A quantificagdo de vitamina C, mediante andlise do contetido de é&cido
ascorbico, foi determinada por titulacdo pela redu¢do da solugdo de Tillmans (2,6
diclorofenolindofenol de so6dio) a partir dos extratos das amostras, que foram
preparados com acido oxalico para promover a solubilizacdo, seguido de centrifugagdo
a 3634 forca G por 5 min para homogeneizacdo. Para esta determinagdo foram
utilizados aproximadamente 5 mL de amostra e o resultado foi calculado, sendo

expresso em mg de acido ascorbico/100 g da amostra (AOAC, 2019).

Os conteudos 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 for¢a G, para obtencdo do
precipitado. Aproximadamente 5 mL do precipitado das amostras foram
homogeneizados com aliquotas de 2,5 mL de acetona pura durante 5 min. Em seguida,
outros 2,5 mL de acetona pura foram adicionados, seguido de centrifugacdo a 3634

forga G durante 10 minutos. Posteriormente, os sobrenadantes foram cuidadosamente
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coletados, sendo as absorbancias lidas em espectrofotometro de UV/VIS (Bel, modelo
UV-M51, Italia) nos comprimentos de onda de 660 nm e 642,5 nm. Os resultados foram

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

amostra.
Clorofila total = 7,12 Ag + 16,8 Agyy s Equacao (1)
Clorofila a=9,93 A660 — 0,777 A642,5 Equacao (2)
Clorofilab=17,6 A642,5 - 2,81 A660 Equacao (3)

3.4.3 Perfil de acticares e acidos organicos

O contetido de acucares (frutose, glicose, maltose, raminose) ¢ os acidos
organicos (acético, butirico, citrico, férmico, latico, succinico e tartarico) nas bebidas
foram quantificados a partir da bebida pura, centrifugada a a 3634 forca G por 10 min.
Ap0s a centrifugacdo o sobrenadante foi coletado e filtrado com filtro de seringa de 0,45
pum diretamente em eppendorf de 2 mL. O extrato obtido foi analisado por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) usando um sistema LC 1260 Infinity
(Agilent Technologies, Santa Clara, Califérnia, EUA) equipado com uma bomba de
solvente quaternario (modelo G1311C), desgaseificador, compartimento de coluna
termostato (modelo G1316A) e amostrador automatico (modelo G1329B) acoplado a
um detector de matriz de diodo (DAD) (modelo G1315D) e detector de indice de
refracao (RID) (modelo G1362A).

Durante a andlise a coluna Agilent Hi-Plex H (300 x 7,7 mm) com tamanho de
particula de 8,0 um e coluna guarda PL Hi-Plex H (5 x 3 mm) (Agilent Technologies)
foi mantidas a 50 °C, o volume de inje¢do foi de 20 pL, vazdo de 0,5 mL/min, fase
movel 4,0 mM H,SO, em agua 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 fenolicos

Os compostos fendlicos 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 um (Millipore, Barueri,
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Brasil). As andlises cromatograficas foram realizadas usando um sistema LC Agilent
1260 Infinity (Agilent Technologies, Santa Clara - EUA) cromatografo liquido 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 x 4,6 mm, 3,5 um)
e a pré-coluna Zorbax C18 (12,6 x 4,6 mm, Spum) ambas fabricadas pela Zorbax (EUA).
A temperatura do forno foi de 35°C sendo o volume da inje¢do de 20 puL. da amostra,
antecipadamente diluido na fase A e filtrados através de membrana de 0,45 pum
(Millipore, Barueri, Sdo Paulo, Brasil). O fluxo de solventes foi de 0,8 mL/min. O
gradiente usado na separagao 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 solugdo de acido
fosforico (0,1 M, pH = 2,0) e o solvente B metanol acidificado com 0,5% de H;PO.,.

A deteccdo dos compostos foi realizada nos comprimentos de onda de 220, 280,
320, 360 e 520 nm, e a identificagdo e quantificacio em comparacdo com padrdes
externos. A detec¢do dos compostos foi realizada a 220 nm para (+) -catequina, (-)
-epigalocatequina, (-) -galato de epicatequina, procianidina B1 e procianidina B2; 280
nm para acido gélico e acido siringico; 320 nm para acido caférico, acido cafeico e
acido p-cumarico; e 520 nm para malvidina 3,5-diglicosideo, cianidina 3,5 diglicosideo,

pelargonidina 3,5-diglicosideo, peonidin 3-0 glicosideo e malvidin 3-0 glicosideo

3.5 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELOS METODOS DE ABTS, DPPH E FRAP

O método de redugdo do radical ABTS foi realizado conforme metodologia
descrita por Rufino et al. (2007). Previamente, foi preparada uma solugao estoque de
ABTS 7mM e persulfato de potassio 140 mM. Para o preparo do radical ABTS
(ABTS.+), 5 mL da solucao estoque de ABTS foi misturada com 88 pL da solucdo de
persulfato de potdssio e mantida em ambiente escuro, em temperatura ambiente, por 16
horas. Em seguida, 1 mL desta mistura foi diluido em alcool etilico P.A. até se obter
uma absorbancia de 0,70 + 0,05 a 734 nm. Em seguida, uma aliquota de 30 puL de cada
diluicao do extrato foi adicionado em tubos de ensaio com 3,0 mL do radical ABTS*+ ¢
apds 6 minutos de repouso em ambiente escuro, realizou-se a leitura em 734 nm em
espectrofotometro UV-Vis (Biochrom, modelo Libra, Inglaterra) utilizando alcool

etilico como branco para a calibragdo do equipamento (RUFINO et al., 2007). Uma
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curva padrdo de trolox foi construida para expressar os resultados. Os resultados foram
expressos em pmol 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 adaptacdes, descrita por
Rufino et al. (2007). O volume de 3,9 mL de uma solugdo de DPPH 0,06 mM foi
adicionado a 1000 pL da bebida e incubado no escuro por 30 min, em temperatura
ambiente. A leitura da absorbancia foi feita a 515 nm em espectrofotometro UV-Vis. Os
resultados foram expressos em pmol TE equivalente por gramas de amostra fresca.

A determinagdo da atividade antioxidante por meio da redu¢do 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 ¢ a combinagdo de tampao acetato 0,3 M e pH 3,6 (obtido
pela mistura de 3,1 g de acetato de s6dio em 16 mL de 4cido acético, aferindo-se o
volume para 1000 mL com agua milli-Q) com a solu¢do de TPTZ 10 mM (obtido pela
dissolugdo 3,2 g de 2,4,6-Tris(2-pyridyl)-s-triazine em HCl 40 mM) e solugdo aquosa de
cloreto férrico (20 mM), na propor¢ao de 10:1:1 (v/v). Em triplicatas, 0,1 mL de
diferentes diluigdes (0,5 a 0,125 mg/mL, p/v) do extrato em metanol ou do padrdo
sulfato ferroso em agua milli-Q (500 uM a 2000 uM) 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 absorbancia a 593 nm em espectrofotdometro calibrado com o reagente
FRAP. Mediante a construcdo de curvas de calibragdo, calculou-se a absorbancia
referente a 1000 mM de sulfato ferroso. O valor obtido foi substituido pela variavel
equivalente nas curvas de calibragdo das amostras para determinar a atividade
antioxidante total (AAT FRAP), a qual foi expressa em uM equivalentes de sulfato
ferroso por grama de bebida (UM Fe+2/g).

3.6 BIOACESSIBILIDADE DE COMPOSTOS FENOLICOS

Os ensaios de bioacessibilidade in vitro foram realizados com base na
metodologia descrita por Minekus et al. (2014), que consiste em uma digestdo in vitro
composta por trés etapas: digestdo salivar, géstrica e intestinal. Em cada uma das etapas,
foram preparadas solucdes enzimaticas tamponadas, simulando os fluidos salivar,
gastrico e pancreatico. 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 calcio 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. Apds essa etapa, 4,55 mL de fluido
gastrico e 350 uL. de cloreto de calcio 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 pL de cloreto de céalcio a 9,0 mM foram
adicionados, o pH foi ajustado com hidréxido de sodio para 7,0 e a mistura permaneceu
em banho-maria com termoagitador pelo periodo de 2 h a 37 °C. O hidrolisado
gastrointestinal obtido (quimo) foi submetido em banho de gelo por 20 min,
centrifugado a 3634 for¢a G por 30 min. Apds a centrifugagdo, foi realizada a filtragao
da fragdo soluvel (sobrenadante) em um filtro de membrana de 0,45 um, com posterior
determinagdo da concentracdo bioacessivel de fendlicos (MINEKUS et al., 2014). A

bioacessibilidade dos compostos fenolicos foi determinada utilizando a férmula da Eq.

G

Bioacessibilidade (%): Compostos fenolicos na fragdo bioacessivel / Compostos fendlicos totais x 100

3.7 ATIVIDADE ANTIDIABETICA POR INIBICAO ENZIMATICA

A atividade antidiabética foi determinada pela andlise in vitro de inibi¢dao da
atividade enzimatica das enzimas o-amilase e a-glucosidase. Para a inibicdo da
a-amilase, 100 uL da enzima (em tampao de fosfato a pH 6,8) foram misturados com
100 pL da bebida e 250 pL de solucao de amido a 1% p/v e incubado por 5 min a 37 °C.
Em seguida, 150 pL. de reagente dinitro salicilico foram adicionados e incubados a 100
°C por 30 min. As leituras de absorbancia foram realizadas a 540 nm. Para a inibi¢do da
a-glucosidase, 100 pL da enzima solucdo (10 unidades/mL) e 100 pL do extrato da
amostra foram colocados em um tubo de microcentrifuga e incubado a 37 °C por 10
min. Entdo, 50 pL do substrato (4-nitrofenil-D-glucopiranosideo) foi adicionado e
incubado por 20 min a 37 °C. Finalmente, 1 mL de solucdo de glicina (pH 11) foi
adicionado e as leituras foram realizadas a 400 nm. O indice de escurecimento foi
determinado a partir da centrifugacdo da amostra (824 x g, 20 min, 18 °C), com diluicao
do sobrenadante resultante em etanol (1:1 v /v), filtragdo (Whatman 42) e as leituras

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

3.8 ANALISE SENSORIAL
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A anélise sensorial que envolve seres humanos foi realizada mediante a prévia
aprovacio pelo Comité de Etica em Pesquisa CEP/CCS/UFPB do Centro de Ciéncias da
Saude/UFPB (Protocolo CAAE: 57117521.3.0000.5188), e seguiu as diretrizes previstas
na Resolugdo 466/2012 do CONEP/CNS/MS.

A andlise foi conduzida no Laboratorio de Leite e Derivados vinculado ao
Departamento de Tecnologia (CT/UFPB), com estrutura fisica adequada. A populagdo
foi constituida por membros da Comunidade da UFPB, como discentes, docentes e
servidores que aceitaram participar, apds a assinatura do Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido (TECLE).

Para analise sensorial, foi realizado o teste do atributo de elicitagdao preferido
(Preferred elicitation atribute - PAE). A metodologia do PAE foi realizada de acordo
com Grygorczyk et al., (2013), com modificagdes conforme a necessidade de andlise.
Os testes foram feitos com 19 consumidores em duas sessdes, recrutados por meio de
convites via midia social e/ou contato pessoal.

O PAE ¢ o método descritivo escolhido por ser uma metodologia que permite
identificar os atributos chave que focam a ateng¢do dos consumidores. Além disso, o
método tem sido considerado de facil 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 plastico brancos de 50 mL e identificados com numeros aleatorios de 3
digitos, além de copo de 4gua com a finalidade de manter o palato limpo para a
degustacdo entre as diferentes amostras de bebida. Todas as bebidas foram apresentadas
simultaneamente ¢ as avaliacOes 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 possivel a caracterizagdo
das amostras. Os atributos elicitados foram escritos em um quadro branco e, por meio
de uma discussdo com todos do grupo, foram agrupados em aparéncia, aroma, sabor e
textura.

Os consumidores definiram os termos do descritor de ancora. Foi realizada uma
pausa de 10 min e, em seguida, os consumidores receberam as cinco amostras de
bebida, de forma monadica, e a folha de avaliacao. 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 ancora, referentes aos atributos de aparéncia, aroma, sabor e textura, escolhidos

para definir a intensidade dos atributos.

3.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilk para avaliacdo da
distribuicao normal. Posteriormente, os dados paramétricos foram analisados por meio
do teste t de Student e submetidos a analise de variancia (ANOVA) seguida do pos-teste
de Tukey com nivel de significancia de 5% (p < 0,05) quando houve diferenca entre as

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

Os dados do PAE foram analisados por meio da Analise Generalizada de
Procrustes (GPA) com matriz de 5 linhas (formulagdes de bebidas de palma) e 323
colunas (atributos x nimero de consumidores, 19 consumidores, 17 atributos). O teste
de Friedman analisou a importancia dos descritores (teste de classificacao) utilizando
tabelas de Newell e MacFarlane. As analises estatisticas foram realizadas utilizando
XLSTAT 2022.2.1 (Adinsoft®, Nova York, EUA). Para realizar a andlise de
componentes principais (PCA) dos dados, foi utilizado o software PAST v.4.03.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discussdo desta dissertacdo estdo apresentados na forma de
artigo original, intitulado: “Impact of different prebiotics on ultrasound-treated
nopal cladode (Opuntia dillenii) beverages”, que foi submetido ao periddico Food

Chemistry, periodico classificado com Qualis A1, na area de Ciéncia 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 o-glucosidase enzyme. BFU
showed higher bioaccessibility of phenolic compounds and maintained inhibition of the
a-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: 06°
29' 01" S, Longitude: 36° 09' 13" W), located in Paraiba, 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 Paraiba
(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, Sio 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, Sdo Paulo, Brazil) at a
frequency of 25 kHz and ultrasonic power of 240 W (Ordoéiiez-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 x g force for 10 min. After
centrifugation, the supernatant was collected and filtered with a 0.45 um 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 um 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 pL, flow rate 0.5 mL/min, mobile phase 4.0 mM H,SO, 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 Quimica 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 x 4.6 mm, 3.5 um) and a Zorbax C18 pre-column (12.6 x 4.6 mm, S5um) 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
a-amylase in SSF solution, 75 pL of 0.3 M CaCl, and 2.925 puL 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 pL of 0.3 M CaCl, were added to the previous
mixture, and 2.775 pL of water, and the pH was adjusted to 3.0 with 1 M HCI. 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 pL of 0.3 M CaCl, 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.

Phenolic compound in bioacessible fraction
- X100
Total phenolic compound

Bioacessibility (%):

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 a-amylase and a-glucosidase

The antidiabetic activity in vitro was determined by inhibiting a-amylase and
a-glucosidase enzyme activity (Ayyash et al. 2018). For the a-amylase activity, 100 pL
of human salivary a-amylase (1.0 unit/mL, Sigma, St. Louis, USA) was mixed with 100
uL of the sample and incubated for 5 min at 37 °C. Then, 250 pL of starch (Dindmica®,
Indaiatuba, Brazil) (1 g/100 g) was added as a substrate in phosphate buffer (Exodo
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 pL of DNS reagent (1%
3,5-dinitrosalicylic acid and 12% potassium and sodium tartrate in 0.4 mol/L. NaOH)
(Dinadmica®, 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 a-amylase activity was

determined by measuring absorbance at 540 nm.
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For the a-glucosidase activity, a-glucosidase (1 unit/mL, SIGMA G5003, St.
Louis, USA) was dissolved in 100 pL 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 pL of
4-nitrophenyl a-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 a-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; Norefia, 2016; Lago; Noreiia, 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
(Sieminska-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 (Gonzélez-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 &
Mati¢, 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
(gamec 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 Bl 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 a-glucosidase (Fig. 2A)
than a-amylase (Fig. 2B) enzyme activity. The results showed enzymatic inhibition

percentages for a-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 a-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 a-amylase and a-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 a-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 a-amylase

and a-glucosidase, preventing an increase in postprandial glucose (Loukili et al., 2022).

Fig.2. Inhibition of a-amylase (A) and a-glucosidase (B) enzymatic activity of nopal

cladode beverages.

The a-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 a-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 a-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 a-amylase enzyme activity, while the addition of fructo-oligosaccharides in
nopal beverage reduced inhibition of the a-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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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 a-amylase (A) and a-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.
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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.
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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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Table 1. pH, titratable acidity and colour of nopal cladode beverages.

64

Nopal beverages

Parameter Days of
storage BC BU BIU BFU BPU
1 44050010 4442002  441£0.00"  442:001°°  4.43£0.00"
pH 14 43750.00%  43440.02  43640.01%  435:0.01®  4.34£0.00%
28 4355001  433£0.00% 4324001 4342001  432£0.00
_ 1 199.0740.02°  199.5420.07° 199.58+0.02° 199.490.10° 199.58-0.04°
T‘;:f;;‘y’le 14 22938003 22920+0.04" 229.92+0.06" 229.54+0.02° 229.12:0.08"
28 24933:0.02°C 249.18+0.04C 249.47+0.06°C 249.48+0.02° 249.75+0.01°
Colour parameters
1 19.18 19.70 20.92 19.03 17.37
L 14 18.38 18.15 18.79 19.02 17.30
28 16.80 17.16 16.37 18.07 15.93
1 2,67 252 237 255 22,44
a* 14 281 232 229 -1.98 4156
28 -1.90 2.16 221 -1.62 1134
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 Nopal beverages
storage BC BU BIU BFU BPU
Organic acids (mmol/100mL)
Citric 1 1.9440.14%4 1.974+0.03 1.22+0.04% 1.05+0.09 1.16+0.08°*
14 1.82+0.01%4 1.98+0.13%* 1.35+0.21% 1.04£0.09* 1.06£0.14°*
28 1.31+0.14%® 1.27+0.07® 0.70+0.04°® 0.73+0.04® 0.89+0.04°8
Formic 1 0.71£0.14** 0.73+0.13** 0.59+0.01°4 0.58+0.01*4 0.61£0.01°*
14 2.92+0.08%® 5.43+0.86" 5.63£0.15% 1.40+0.244 0.87+0.43%
28 1.98+0.47 2.98+0.01%°¢  4.20+£1.72°B  3.77+1.28%B 6.01£0.51°8
Malic 1 8.04+0.61** 8.17+0.10* 5.52+0.16 5.74+0.47% 5.20+0.54%
14 7.50+0.27° 8.06+£0.75**  5.09+0.33"*  5.67+0.60" 5.18+0.55
28 6.20+0.58%® 6.33+0.25%® 3.77+1.13% 5.44+0.29* 5.01+0.32%®
Sugars (mmol/100 mL)
Glucose 1 3.26+0.35% <LOD 12.96+0.47°* 2.46+1.04¢ 43.0244.78*
14 0.25+0.04® <LOD 10.11+£2.16 <LOD 20.71+0.34%®
28 <LOD <LOD 0.56+0.23% <LOD 1.09+0.01°¢
Fructose 1 12.18+0.15%  12.55+0.38%*  20.56+1.05**  56.37+1.24**  18.90+0.54°*
14 9.56+0.04°® 8.80+0.25B 19.19£0.37°®  54.95+5.58%* 7.97+0.04°8
28 8.94+0.10% <LOD 15.76£0.16°°  51.96+7.95* <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.
Total . Bioaccessible . R
Phenolic compounds Concentration fraction Bioaccessibility
mg/100 mL mg/100 mL (%)
s
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 0.2240.02 <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
Total Bioaccessible . R
Phenolic compounds Concentration fraction Bioaccessibility
mg/100 mL mg/100 mL (%)
s
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



Procyanidin A2 7.55+0.08 <LOD 0.00
Procyanidin B1 2.3120.02 <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 1.9040.12 <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
Total Bioaccessible . R

Phenolic compounds Concentration 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




68

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
Total Bioaccessible . ool

Phenolic compounds Concentration 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 2493
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 2.384+0.02 105.78
Quercetin-3-glucoside 1.82+0.01 1.824+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

Total Bioaccessible . ool

Phenolic compounds Concentration 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 Bioaccessible fraction Bioaccessibility
(mg/100 mL) (mg/100 mL) (%)
BC 213.45+15.29° 19.49+1.93° 9.13
BU 175.92+4.41° 12.27+0.10¢ 6.97
BIU 150.76+9.37¢ 14.09+0.07¢ 9.34
BFU 158.17+£6.62° 21.99+0.37* 13.90
BPU 222.49+10.87* 21.05+0.22® 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).



SUPPLEMENTARY MATERIAL

Table S1. Dietary fibres of nopal cladode beverages.
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Nopal beverages

Dietary fibres BC BU BIU BFU BPU
Total fibre  1.77+0.07%  1.80£0.13°  2.0120.07°  227+0.03*  2.18+0.11°
Insoluble fibre 0.26+0.03°  027+0.14°  031£0.07°  031£0.09°  0.34+0.07°
Soluble fibre  1.51£0.03°  1.53£0.05¢  1.70:0.04°  1.96£0.04*  1.85£0.07"

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 Days of

Nopal beverages

compound storage BC BU BIU BFU BPU
Chiorophvi] 1 9040017 8.80£0.04%  0.19x0.01"  7.45£0.05  6.17:0.05"
‘";’p YU 14 6354002 6.82+0.01°® 6.10£0.00®  3.66+0.02¢  5.16+0.02
28 4.76+0.01°C  5.11£0.06°C  5.18+0.02°C  3.30+0.01°C  3.62+0.04"C
1 491+0.07* 4.94+0.08" 4.95+0.02** 4.25+0.05" 3.48+0.02°
Chlorophyll 14  2.60£0.08® 3.43+£0.03°®  5.40+£0.03®  2.43+0.02  2.79+0.04®
b 28 3.08£0.06°C 2.92+0.01°C 2.80+0.02°C 2.28+0.01"C 2.61+0.04%C
Total 1 13.91£0.07** 13.69£0.09"* 14.14+0.06** 11.74£0.07"* 9.64+0.07°
cmo(r)oah g 14 BO5:0.087 1025:0.03" 11.50£0.02 6.09+0.01"  7.94+0.03"
POV 98 7.6940.06°C  8.01+0.05C  8.07+0.07°C  5.57+0.03<C  6.23+0.03C
Ascorhi 1 191.84+0.02* 175.010.07°* 174.880.03* 175.43+0.07** 190.14+0.03*
S:gird 1€ 14 170.8120.02%® 155.95+0.01%8 155.69-0.02® 155.580.08"® 170.66-0.092®
28 139.85+0.07°C 132.43+0.08C 140.18=0.04°C 139.69+0.10° 155.86+0.08C

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.



APENDICES

APENDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TECLE

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TECLE

Prezado (a) Senhor (a)

Esta pesquisa estd sendo desenvolvida no Programa de pos-graduagio em
Ciéncias ¢ Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal da Paraiba, pela discente
Januse Millia Dantas de Aragjo, sob a orientagio da Prof Dr* Jailane de Souza Aquino,
professora Associada 11 do Departamento de Nutrigdo (UFPB).

O objetivo do estudo ¢ claborar uma bebida a base de cladddios de palma
adicionada de prebidticos tratada com ultrassom e avaliar a bioacessibilidade e a
bioatividade deste produto, bem como 0s compostos bioativos presentes € 0s parimetros
microbiologicos, reoldgicos, fisico-quimicos e sensoriais. O presente trabalho trard
beneficios a populagio em geral, com a finalidade de incentivar o consumo ¢ o
potencial produtivo da palma e propiciar alternativas de consumo deste alimento
regional, com maior prazo de validade ¢ propriedades funcionais.

Para tal, solicitamos a sua colaboragdo para participar da andlise sensorial,
baseada no método PAE, e experimentar cinco tipos de bebidas, assim como também
solicitamos sua autorizagio para apresentar os resultados deste estudo em eventos da
area de saide e publicar em revista cientifica nacional ¢/ou internacional, Por ocasido da
publicagiio dos resultados, seu nome serd mantido em sigilo absoluto.

Informamos que as bebidas sio elaboradas com matérias primas de qualidade,
conforme as Boas Praticas de fabricagio e analisadas previamente quanto i qualidade
microbiologica. Informamos que essa pesquisa nio oferece riscos previsiveis a sua
salde, contudo, pode haver alergia ou intolerincia a alguma substincia presente na
bebida que poderd causar desconfortos gastricos, e por isso serd disponibilizada em
pequenas quantidades para andlise sensorial e informamos os ingredientes usados na
produgio das mesmas.

Esclarecemos que sua participagio no estudo ¢ voluntiria e, portanto, ofa)
senhor(a) nido € obrigado(a) a fornecer as informagdes e/ou colaborar com as atividades
solicitadas pelo Pesquisador(a). Caso decida nio participar do estudo, ou resolver a
qualquer momento  desistir do mesmo, ndo sofrerd nenhum dano, nem haverd
modificagdo na assisténcia que vem recebendo na Instituigdo (se for o caso). Os
pesquisadores estariio & sua disposigio para qualquer esclarecimento que considere

necessario em qualquer etapa da pesquisa.
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Em virtude que ¢ste TCLE s¢ encontra em mais de uma péigina, as demais serio
rubricadas pelo pesquisador e sujeito da pesquisa.

Diante do exposto, declaro que fun devidamente esclarecide (a) ¢ dou 0 mew
consentimento para participar da pesquisa e para publicagio dos resultados. Estou ciente
que recebered uma cdpia desse documento.

Assinatura do Participante

Assinatura da Testemunha

Contate com o Pesquisador (a) Responsivel: Caso necessite de maiores informaghes
sobre o presente estudo, favor ligar para os (as) pesquisadores (as) responsdveis: Januse
Millia Dantas de Aratijo. Centro de Tecnologia da Universidade Federal da Paraiba
(UFPB), Campus | - Cidade Universitinia - CEP 58051-900 - Jodo Pessoa — PB.
Telefone; (83) 9949-9913; Jailane de Souza Aquine: Enderego (Sctor de Trabalho);
Departamento de MNutrigio do Centro de Ciéncias da Saide da Universidade Federal da
Paraiba (UFPR), Campus | - Cidade Universitiria — CEP S8051-900 — Jodo Pessoa —
PB. Telefone: (83) 3209-8715/ (83) 3216-7499/ (83) OR187-7818.

Comité de Ftica em Pesquisa do Centro de Ciéneias da Satude da Universidade Federal
da Paraiba, Campus | - Cidade Universitiria ~ Bloco Amaldo Tavares, sala 812 - CEP
5805 1-900 - Jodo Pessoa ~ PB. Telefone: (83) 3216-7791

Alenciosamente,

Assinatura do Pesquisador Responsdvel

74



75

ANEXOS

ANEXO A — Parecer consubstanciado do Comité de Etica em Pesquisa

CENTRO DE CIENCIAS DA
SAUDE DA UNIVERSIDADE W
FEDERAL DA PARAIBA -
CCS/UFPB

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ELABORAGAD, BIOACESSIBILIDADE E BIOATIVIDADE DE BERIDA DE PALMA
{Opuntia Ficus-Indica) COM POTENCIAL PREBIOTICO PRE-TRATADA COM

ULTRASS0OM
Pesquisador: Jailane de Souza Aquing
Area Tematica:
Versao: 2

CAAE: 57117521.3.0000.5188
Instituigao Proponente: Universidade Federal da Paraiba
Patrocinador Principal: Financiamento Priprio

DADOS DO PARECER
Humero do Parecer: 5432 582

Apresentagio do Projeto:
ELABORAGAD, BIQACESSIBILIDADE E BIOATIVIDADE DE BEBIDA DE PALMA (Qpuntia Ficus-Indica)
COM POTENCIAL PREBIOTICO PRE-TRATADA COM ULTRASSOM

O projeto intitulade, ELABORACAD, BIOACESSIBILIDADE E BIOATIVIDADE DE BEEIDA DE PALMA
(Opuntia Ficus-Indica) COM POTENCIAL PREBIOTICO PRETRATADA COM ULTRASSOM, pertence ao
PROGRAMS DE POS-GRADUACAD EM CIENCIAS DA NUTRIGAOD.

Introdugho:

O3 programas govemamentals como Programa de Aquisiclo de Alimentos (PAA), Programa Nacional de
Alimentacio Escolar (PNAE) tem estimulado o consuma & o processamento de alimentos regionais como
aRernativa de aproveitamento desies na cadeia produtiva & incentivo ao consumeo. Dentre estes, a palma
{Opuntia ficus) & um alimenio bastante produzido no Nordeste brasileiro, mas ndo tradicionalmenie faz parle
da diets brasieirs, No entanto, apresenta potencial prebidtco, & & uma excelente fonte de nutrientes, Nesta
perspectiva, o precessamento de palma em forma de bebida constitui excelente veiculo para a enfrega de
ingredientes bioatives (PUTNICK et al., 2018) tais como fibras dietéticas, minerais (MENDEZ et al., 2015),
compostos fendlicos (ARUWA, et al., 2018), acido ascdrbico e outros

Enderego:  Pricko do Rotorn da UFPE & 17 Andar

Baimg:  Cadndo Linhsarsting CEP: 580581600
UF: Pl Municipio:  JOAD PESS0A
Telefore: ([BIN216-T7E1 Fax: (83321877 E-mall; comdsdesbonocs ulph b

Praggers (% s )



CENTRO DE CIENCIAS DA
SAUDE DA UNIVERSIDADE wnp
FEDERAL DA PARAIBA -
CCS/UFPB

Conlmusgis do Peeces 5432 507

compostos antioxidantes (Du TOIT et al., 2018) que podem estar associados a efeitos benéficos & sadde
como atividade hipoglicemiante antiobesogénica (LOPEZ-ROMERO et al., 2014). hipolpidémica (GOUWS et
al., 2020). hipstensora (BAKOUR et al., 2017) ¢ antiinflamatdria (MORAN-RAMOS et al., 2017), Tais efeitos
por sua ver podem se relacionar com o potencial prebiddico da palma.Exisle pouco consenso de quais
compesios s30 considerados ou ndo prebidticos (MENEZES et al, 2018; PADILHA, et al., 2017; SANTOS o
al., 2020; VALENCIA et al., 2018; VOGADO et al., 2018). O conceito mals atual de prebidticos os define
como “substralos ulilizados seletivamente por microrganismos presenies no hospedeiro, conferindo
beneficios & sadde” (BINDELS et al., 2015). Neste sentido, & adiglo de prebidticos em alimentos tem o
beneficio de manter contagens de bactérias vidveis na microbiota intestinal acima do nivel terapéutico
minimeo (RASIFA

et al., 2020). Considerando os composios biocativos presenies nos cladddios de palma, como

o8 compostos com atividade prebidtica neste alimento @ a necessidade dos consumidores por alimentos de
alta qualidade nutricional, sensorial ¢ microbiclégica, a indistria de alimentos procura continuamente
alternativas aos métodos térmices convencionais como o uso do ultrassom, O prétratamento de bebidas
com ultrassom vem demonsirando vantagens em comparacdo aos tratamentos térmicos com pasteurizagdo,
tais como aumentar a liberagdo de antioxidantes e ter um efeito minime no conteddo de fendis ¢ dcido
aschrbico ou alividade antioxidante (REYSHERMAMNDEZ et al.,2017). Contudo, alé pouco ternpo ards,
segundo Santiago et al. (2018) nenhum estudo sobre a digesido gasirointestinal in vitro no conteddo de
fendlicos em cladédios de cactos, serd encontrado. Poucos irabalhos avaliaram se o pré-tratamento com
ultrassom influencia a bicacessibiidade de bebidas com propriedades prebidticas. A condugdo deste
trabalho term por objetivo de elaborar uma bebida & base de cladédios de palma adicionada de prebidlicos
pré-tratada com ultrassom € avaliar a bioacessibilidade e a bicatividade deste produto, bem como 0%
compostos bicativos presenies & o8 parmetros microbiolégicos, recldgicos, fisico-quimicos & sensoriais,

Hipobtese:
A adicdo de prebidticos e o pré-tratamento com ulirassom em bebida elaborada com cladédios de palma

tém influéncia na bicacessibilidade dos nutrientes, na bicatividade, na aceitagdo sensorial & sobre
parameiros microbiolégicos, realdgicos e fisico-guimicos deste produto durante o armazenamento.
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Metodologia Proposta:

O estudo contard com a elapa de elaboragdo das bebidas, seguido de caraclerizagdo nufricional e de
composios bicatives, além de andlises de parametros microbioldgicos, reclogicos, fisico-quimicos e
sensoriais. As andlises sensorials serlo realizadas com um tolal de 420 pessoas e por envolverem seres
humanos, s iniciarSo apos aprovagio pelo CEP. O detathamento melodoldgico se enconira no projeto em
anexg.

Critério de Inclusdo;
Como critérios de inclusdo teremos: pessoas com idade 18 anos, que tenham o hdbito de consumin sucos
verdes & tenham disponibilidade am consumir o suco de palma

Critéric de Exclusfo:
Serdo excluidas as pessoas com sintomas de gripe ou COVID-19 & que tenham alieracSes no paladar ou
no cifalo cu ainda pessoas que tenham intclerincia ou alengia a algum dos ingredientes das bebidas.

Objetivo da Pesquisa:

Objetiva Prirmdrio;

A condugdo deste trabalho tem por objetive de elaborar uma bebida 4 base de cladddios de palma
adicionada de prebidlicos pré-ratada com ulirassom e avaliar a bigacessibilidade & a bicatividade deste
produto, bem come os compostos bioatives presentes & os pardmetros

microbicldgicos, resldgices, lisico-quimicos & sensorials,

Objetive Secunddrio;
Como cbjetive secundinio, a execuclo do trabalhe visa agregar valor & palma e desenvolver produtos &
base deste alimento regional com tecnologias emergentes e que possam ser consumidos pela populagio
com apelo funcional.
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Avaliagio dos Riscos e Beneficios:
Risces:

A anilige sensorial das bebidas poderd incorrer em riscos como alergias ou intolerancia a algum dos
compenentes do alimento por parte dos provadores, bem como quanto 4 contaminagdo microbioldgica dos
produtos. Contude, como forma de evitar tais riscos & sadde dos provadores da bebida a base de paima, os
pesquisadores irdo: a) seguir as normas das Boas Prilicas de Fabricaglo de bebidas e alimenios, com
conirole estrilo das etapas, utensilios e ambiente, bem como da qualidade das matérias-primas; b) realizar
andlise microbioldgica previaments & analise sensodnal; ¢) informar aos provadores sobre o8 ingredientes
das bebidas para identificar possiveis alergias ou inlolerancias prévias.

Comentarios & Consideragdes sobre a Pesquisza:

Serd realizada a extragdo do sumo da palma para a formulagdo de cinco bebidas: controle sem tratamenio
{PS). controle pré tratada com ultrassom (PU) & as bebidas pré ratadas com ultrassom e adicionadas de
inulina (PIU), cligofrutose (POU) ou de polidextrose (PPU) na concentragio de 2,5%. O tratamento com o
ultrassom serd na frequincia de 42 kHz e poténcia ultrassénica de 240 W durante 40 min. A qualidade das
bebidas serd avaliada durante 28 dias em armazenaments refrigerade (7 *C). Serlo avaliadas as varidveis
pH. acidez, sdlidos soliveis (Brix). umidade, protelnas, gorduras, cinzas, aghcares, Acidos organicos, fibras,
cligossacaridecs, vitamina C, clorofia, perfil fendlico, cor, textura, viscosidade & a qualidade microbioldgica,
Para avaliar a bicacessibilidade da bebida serd simulada a via géstrica oral ulilizando -amilase, com pepsina
a pH 3 & intestino delgado com pancreatina & sais biliares em pH 7. A atividade anti-hipertensiva serd
avaliada pela inibicho da enzima conversora de angiotensina | (ECA) & a anti-diabética pela inibicio
dasenzimas -amilase & -glucosidase A aceilacho senscral das bebidas serd analisada através de uma
escala hedbnica de 8 pontos por 100 consumidores e pelo método descritivo atributo de elicitagio preferido
{PAE) por 20 consumidores.

Consideracoes sobre o8 Termos de apresentacho obrigatoria:

De acordo com a Resoluglo 466/12 e as Normas Operacionais do CEP, o projeto se encontra em
confermidade aos documentos exigidos!

Recomendagdes:

Recomenda-s& aprovar
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Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Aprovada!
Consideragies Finais a eritério do CEP:

S

Certifico gue o Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Sadde da Universidade Federal da
Paraiba = CEP/CCS aprovou a execuglo do referido projeto de pesquisa. Outrossim, informo gue a
aulorizacdo para posterior publicacdo fica condicionada a submissdo do Relatério Final na Plataforma Brasil,

via Notificacdo, para fins de apreciacdo @ aprovacso por esle

egrégio Comité.

Este parecer fol elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipe Documents Arguave Pastagem Aator Situacho
Informagbes Basicas| PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_P | 05052022 Acelo
g"g. L;um bo TO 17, 7 17.58:
resposta_ao_parecer_consubstanciado. | O Jallane de Souza Aceito
pd 17.52:33 | Aguina
Projeto Detalhado /| | PROJETObebidadepalmaCEPATUAL p | 05052022 |Jalane de Souza Aceto
Brochura af 174407 | Aquing
TCLE / Termos de  |TERMO_DE_CONSENTIMENTO_LIVR | 050572022 |Jailane de Souza Aceito
Assentimento / E_E_ESCLARECIDO. pdf 1742318 | Aguino
J.rllifh:ﬂi'ﬂl de
Dedaracdo de anuencia_lab_tecnica_dietetica_e_brom| 050572022 |Jalane de Souza Aceito
concordancia aloiogia pdf 17:33:37 uno
Folha de Rosto FohaderostoATUALIZAD A, pdf 23032022 |Jailane de Souza Aceito
2344:26 | Aguno
Siwagio do Parecer:
Aprovado
Mecessita Apreciacao da CONEP:
Mio
Enderigoc  Pricao da Risdorn da LFFE &, 17 Andar
Bairrg;  Crdadi Uinieorsina CEP: 48 051900
UF: Pil Municipie:  JOAD PESSOM
Telefore. [EI026-TTH Fax: (833216-TTH Esmall; comdedestonilces ulph v
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JOAD PESSOA, 26 de Maio de 2022

Assinado por:
Eliana Marques Duarte de Sousa
(Coordenador(a))

Endefego:  Préda da Ristonn da LFPE ;. 1° Andar

Baimg:  Cadedo Unheorsting CEP: %8 081.900

UF: PR Municiplo:  JOAD PESSOA
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