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Resumen  

España es el primer productor de fresa para consumo en fresco de Europa, lo que convierte a 

Huelva, con el 95% de la producción nacional, en un núcleo fundamental de producción de dicho 

fruto. La rentabilidad de este sector se está centrando, por un lado, en la innovación y 

diversificación del cultivo –con las introducciones del cultivo de la frambuesa, el arándano, y 

más recientemente la mora-, y por otro lado se sustenta en la obtención de frutos de alta calidad 

organoléptica (frutos apreciados por los sentidos) y funcional (frutos con compuestos 

beneficiosos para la salud).  

Numerosas evidencias científicas muestran que los alimentos ricos en compuestos 

fenólicos, como los frutos rojos, ejercen efectos beneficiosos en la salud humana. La acción 

saludable de los frutos rojos parece estar asociada a su alto contenido en antioxidantes; es decir, 

moléculas que neutralizan radicales libres, relacionados estos últimos con la aparición de 

enfermedades cardiovasculares, cáncer, etc. Químicamente estos antioxidantes presentes en los 

frutos pertenecen al grupo de los compuestos fenólicos, que engloba distintos subgrupos con 

distintas propiedades y acción antioxidante, todo ello dando lugar a una capacidad antioxidante 

de los frutos específica. 

Todos los resultados descritos en la presente Tesis Doctoral destacan las propiedades 

presentes en la fresa y otros frutos rojos, fundamentalmente a las que se refieren a la calidad 

tanto organoléptica como nutracéutica, que les aporta un valor añadido a estos frutos haciéndolos 

muy deseables para el consumidor, cada vez más interesado en productos con cualidades 

saludables. Este concepto de calidad no es algo estático, sino que involucra a una gran cantidad 

de caracteres del fruto los cuales están sujetos a presiones de distinto tipo. Por un lado, los 

factores externos, como las condiciones climáticas, afectan el cultivo y pueden condicionar el 

desarrollo y calidad de los frutos, pero además otros factores de naturaleza interna, como el 

genotipo, también pueden afectar a la calidad final. En relación a esto último, la fresa 

actualmente es un cultivo multivarietal, representado simultáneamente por diversas variedades, 
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las cuales pueden provenir de distintos programas de mejoras y, por ello, con distinto pedigree y 

seguramente seleccionadas en base a distintos atributos. Estos factores internos relacionados con 

el genotipo hacen que las distintas variedades puedan presentar distintos niveles de los caracteres 

de calidad de los frutos, todos ellos modulados por la presión ambiental. Esto aún se magnifica 

más cuando en lugar de hablar de variedades hablamos de distintas especies de frutos rojos, 

como la frambuesa o el arándano, que además de ser cultivos cada vez más presentes en la 

región de Huelva, también se caracterizan por la presencia de compuestos fitoquímicos con 

cualidades saludables. 

La incidencia de los factores externos e internos hacen que sea complicado evaluar la 

calidad de una variedad. Más aún si se tiene en cuenta que para evaluar su potencial saludable no 

basta sólo con caracterizar los frutos en fresco, sino que es necesario tener en cuenta las 

transformaciones que se producen durante el proceso de digestión cuando se consumen los 

frutos. Para ello, se han desarrollado una serie de aproximaciones in vitro que simulan las 

condiciones fisiológicas para establecer las posibles transformaciones de los compuestos del 

fruto cuando se liberan de la matriz alimentaria, lo que genera la fracción bioaccesible, a partir 

de la cual los compuestos pueden ser potencialmente absorbidos a través del epitelio 

gastrointestinal. La fracción finalmente absorbida se denomina fracción biodisponible, capaz de 

alcanzar la circulación sistémica y, más tarde llegar al sitio específico donde pueda ejercer su 

acción biológica (bioactividad). Estos resultados han puesto de manifiesto la necesidad de 

considerar la biodisponibilidad de los compuestos bioactivos tras la digestión, como estimación 

del potencial biosaludable de los frutos, en la caracterización de la calidad funcional de los 

frutos. Sin embargo, determinar el compuesto o grupo de compuestos antioxidantes que dan 

lugar a dicha bioactividad es un trabajo tedioso, ya que seguramente las propiedades 

antioxidantes de un extracto no dependen en exclusiva de un grupo de compuestos y 

seguramente no todos serán de naturaleza fenólica. Por ello, considerando la necesidad de 

seleccionar un indicador que ponga de manifiesto que matriz alimentaria podría considerar más 
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saludable y establecida su relación con la bioactividad, se ha señalado a la capacidad 

antioxidante biodisponible como posible indicador del potencial saludable de una matriz. Así, la 

selección de este parámetro es muy interesante para caracterizar variedades saludables de cara a 

los programas de mejora, que persigan la selección de parentales con caracteres saludables así 

como para los agricultores de cara a seleccionar las futuras variedades que vayan a cultivarse. 
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Abstract  

Spain is the leading producer of strawberry for fresh consumption in Europe, which position the 

Huelva region, with 95% of the national production, a fundamental nucleus for the production of 

this fruit. The profitability of this sector is focusing, on the one hand, on the innovation and 

diversification of the crop -with the introductions of the cultivation of raspberry, blueberry, and 

more recently blackberry-, and on the other hand it is based on obtaining fruits of high 

organoleptic quality (fruits appreciated by the senses) and functional (fruits with beneficial 

compounds for health). 

Numerous scientific evidences show that foods rich in phenolic compounds, such as 

berries, have beneficial effects on human health. The healthy potential of berries seems to be 

associated with their high antioxidant content; that is, molecules that neutralize free radicals, the 

latter related to the appearance of cardiovascular diseases, cancer, etc. Chemically, these 

antioxidants present in the fruits belong to the group of phenolic compounds, which 

encompasses different subgroups with different properties and antioxidant actions, all leading to 

a specific antioxidant capacity of the fruits. 

All the results described in this Doctoral Thesis highlight the properties present in 

strawberries and other red fruits, mainly those that refer to both organoleptic and nutraceutical 

quality, which provide added value to these fruits, making them highly desirable for consumers, 

which are increasingly interested in products with healthy qualities. This concept of quality is not 

static, but involves a large number of fruit characters which are subject to different pressures. On 

the one hand, external factors, such as climatic conditions, affect the crop and can condition the 

development and quality of the fruits, but also other factors of internal nature, such as the 

genotype, can also affect the final quality. In relation to the latter, strawberry is currently a 

multivarietal crop, represented simultaneously by various varieties, which can come from 

different improvement programs and, therefore, with different pedigree and surely selected based 

on different attributes. These internal factors related to the genotype mean that the different 
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varieties can present different levels of the quality characteristics of the fruits, all of them 

modulated by environmental pressure. This is even more magnified when instead of talking 

about varieties we talk about different species of red fruits, such as raspberry or blueberry, which 

in addition to being crops increasingly present in the Huelva region, are also characterized by the 

presence of compounds phytochemicals with healthy qualities.  

The incidence of external and internal factors makes it difficult to assess the quality of a 

variety. In addition, it should be taken into account that to assess their healthy potential it is not 

enough just to characterize the fresh fruits, but it is also necessary to include the transformations 

that occur during the digestion process when the fruits are consumed. For this, a series of in vitro 

approaches have been developed that simulate the physiological conditions to establish the 

possible transformations of the fruit compounds when they are released from the food matrix, 

which generates the bioaccessible fraction, from which the compounds can be potentially 

absorbed through the gastrointestinal epithelium. The fraction finally absorbed is called the 

bioavailable fraction, capable of reaching the systemic circulation and later reaching the specific 

site where it can exert its biological action (bioactivity). These results have shown the need to 

consider the bioavailability of bioactive compounds after digestion, as an estimate of the bio-

healthy potential of the fruits, in characterizing the functional quality of the fruits. However, 

determining the compound or group of antioxidant compounds that give rise to said bioactivity is 

a tedious work, since surely the antioxidant properties of an extract do not depend exclusively on 

a group of compounds and surely not all of them will be of phenolic nature. Thus, considering 

the need to select an indicator that highlights which dietary matrix could be considered healthier 

and encompassed with the established relationship with bioactivity, the bioavailable antioxidant 

capacity has been pointed out as a possible indicator of the healthy potential of a food matrix. 

Thus, the selection of this parameter is very interesting to characterize healthy varieties for 

improvement programs, which pursue the selection of parents with healthy characters as well as 

for farmers to select future varieties to be cultivated. 
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1.1. Importancia socioeconómica del cultivo de los frutos rojos  

Los frutos rojos en general, y la fresa en particular, son unos de los frutos más consumidos en el 

mundo. Prueba de ello es el aumento anual tanto de la superficie dedicada a su cultivo como de 

su producción (Figura 1.1 A y B, respectivamente), situándose en los 9,2 millones de toneladas 

de fresa, 810.000 toneladas de frambuesa y 600.000 toneladas de arándano producidos en 2017 

en un total de 620.000 hectáreas de cultivo a nivel mundial. De esta superficie total, el 63,5 % se 

destinaron al cultivo de fresa con un rendimiento de 23,3 toneladas/hectárea, el 19,0 % de la 

superficie se utilizó para la frambuesa obteniéndose 6,9 toneladas/hectárea y el 17,6 % del 

terreno se destinó al cultivo del arándano que rindió 5,4 toneladas/hectárea (FAOSTAT, 2019).   

España, con más de 11.000 hectáreas de 

plantaciones de frutos rojos y una facturación 

de más de 1.000 millones de euros, es el mayor 

núcleo productivo de Europa y el mayor 

exportador de frutos rojos a nivel mundial 

(CAPDR, 2018). Según datos de 2017, España 

es el primer productor europeo de fresa (27,62 

% del total) y arándano (40,80 %), y el segundo 

productor de frambuesa (20,30 %) por detrás de 

Polonia. 

 

 

Figura 1.1. Evolución de la superficie (A) y de la 

producción (B) mundial de fresa, frambuesa y arándano. 

(Fuente: FAOSTAT, 2019). 

 

En las últimas décadas, el sector de los frutos rojos ha experimentado un gran desarrollo en 

España tanto en superficie como en producción (Figura 1.2), siendo Andalucía la principal 
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Comunidad Autónoma productora, y particularmente la provincia de Huelva, que concentra la 

práctica totalidad de la producción nacional (~95%; CAPDR, 2018). 

En esta región, la conjugación de la introducción de nuevas técnicas de cultivo, 

innovaciones tecnológicas e iniciativa empresarial ha convertido a la provincia de Huelva en la 

primera región exportadora de fresa del mundo, con una media de exportación de 240.000 

toneladas en las últimas 5 campañas y 448,48 millones de euros (CAPDR, 2018). Por otro lado, 

las exportaciones de otros frutos rojos como frambuesa y arándano alcanzaron en 2018 unas 

100.000 toneladas que suponen más de 500 millones de euros. Esto convierte a este sector en 

estratégico por su contribución al Producto Interior Bruto de la provincia.  

Aunque en la zona productora de Huelva la fresa sigue siendo el principal fruto rojo en 

superficie y valor económico, desde 2013 el arándano y la frambuesa se encuentran en plena 

expansión y han incrementado notablemente su superficie, en detrimento de la fresa cuya 

superficie ha disminuido un 13% en los últimos 6 años (Figura 1.2). En la zona de Huelva, la 

producción de frutos rojos se destina en su mayor medida a la exportación, y su mayor volumen 

se concentra durante los meses de marzo a mayo de acuerdo con la duración del ciclo productivo 

de cada cultivo (CAPDR, 2018). 

Así, la campaña de fresa comienza a mitad de diciembre con la entrada en producción de 

las variedades más precoces, aunque la producción representa menos del 5% del total de la 

campaña. Desde entonces se produce un aumento progresivo de la misma dándose el pico de 

producción en los meses de marzo y abril, momento en el que se comercializa más del 60% del 

total de la campaña; a partir de entonces se produce una caída en la producción y una 

disminución de la rentabilidad del cultivo, que desemboca en el final de la campaña a final de 

mayo.  

En el caso de la frambuesa, la producción está repartida entre octubre y junio, debido a la 

combinación de variedades remontantes (dos picos de producción al año) y no remontantes (un 

solo pico), aunque entre un 50 y un 60% de la producción se concentra entre los meses de marzo 
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a mayo. En el arándano, su ciclo 

de producción abarca desde los 

meses de febrero a junio, si bien el 

pico de máximo volumen (70%) 

ocurre entre abril y mayo.  

Todo lo anterior pone de 

manifiesto que los cultivos de 

fresa, frambuesa y arándano 

constituyen un motor importante 

en el desarrollo de la economía 

andaluza, con efectos directos, 

generando empleo y riqueza en la 

zona, e indirectos, permitiendo la 

creación de una industria auxiliar 

en torno al sector y de una 

importante red de servicios. 

 

 

Figura 1.2. Evolución de la producción 

(Tm) y de la superficie de cultivo (ha) en 

España de fresa (A), frambuesa (B) y 

arándano (C). (Fuente:FAOSTAT 2019). 

 

 

1.2. Características de los sistemas convencionales de cultivo de frutos rojos en Huelva 

El cultivo convencional de la fresa (Fragaria x ananassa Duch., perteneciente a la familia 

Rosaceae) en la zona de Huelva (Figura 1.3) se lleva a cabo sobre suelos arenosos, en lomos de 

35 cm de alto x 50 cm de ancho cubiertos con plástico de polietileno negro opaco (para 
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minimizar la evaporación de agua y prevenir la flora arvense) sobre los que se disponen las 

plantas a tresbolillo (30 x 25 cm). La plantación tiene lugar a mediados de octubre, y a mediados 

de noviembre los lomos se cubren con plástico transparente de polietileno de 150 micras de 

grosor formando estructuras llamadas macrotúneles (Ariza et al., 2012) que se mantienen hasta 

final de campaña (finales de mayo).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Previo a la plantación, se realizan labores de preparación del terreno para su limpieza, 

desinfección, y aporte de materia orgánica, durante los meses de verano. La limpieza consiste en 

un laboreo superficial para homogeneizar y evitar la compactación del suelo tras el cultivo 

anterior, posteriormente se procede a la incorporación de materia orgánica al terreno (estiércol de 

gallina comúnmente), ya que suelen ser terrenos pobres. En general, los agricultores de la zona 

realizan una desinfección química del suelo, mediante el uso de bromuro de metilo 

tradicionalmente, aunque desde su prohibición definitiva se han utilizado distintas alternativas 

químicas a esta materia activa, como la mezcla de 1,3-dicloropropeno con cloropicrina.  

En la finca experimental del IFAPA en Moguer (Huelva) se viene utilizando desde hace 

más de 10 años la técnica de biosolarización, una técnica de bajo impacto ambiental de 

desinfección no química del suelo que consiste en una solarización al mismo tiempo que se 

aplica un biofumigante. Los fundamentos de esta técnica combinan el aumento de temperatura 

Figura 1.3. Cultivo convencional de la fresa en Huelva. 
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del suelo generado por el sol (solarización) y la acción de los microorganismos que, al 

descomponer la materia orgánica, generan gran cantidad de gases y sustancias volátiles con 

efecto biocida, para el control de los organismos patógenos del suelo (biofumigación; Bello et 

al., 1999), creando además un ambiente anaeróbico. Como consecuencia de estos dos procesos, 

se logra un eficiente control de la mayoría de las plagas, enfermedades y malezas presentes en el 

suelo, al mismo tiempo que se conservan y promueven los microorganismos benéficos. Para 

realizar la biosolarización se utiliza un rotovator, el cual incorpora al suelo la materia orgánica a 

la vez que la cubre con un plástico trasparente que se mantiene al menos 30 días. De esta forma, 

la radiación aumenta la temperatura del suelo, y esto unido a los vapores de la descomposición 

de la materia orgánica en anaerobiosis, ayuda a controlar los patógenos del suelo. 

Las plantas utilizadas en cada ciclo anual proceden de viveros de altura en los que se 

multiplican vegetativamente mediante estolones (generando plantas clónicas) durante los meses 

de verano, al mismo tiempo que alcanzan las horas frío necesarias (150-200 h por debajo de 7 

ºC) para su correcta madurez fisiológica (López-Aranda et al., 2003). 

Las variedades de fresa cultivadas son fundamentalmente de día corto, esto es, su floración 

se induce cuando los días son cortos (i.e., menos de 14h de luz; Darnell et al., 2003) y las 

temperaturas son bajas (Ito & Saito, 1962), en contraposición a las variedades de día neutro, las 

cuales florecen de manera relativamente independientes del fotoperiodo (López-Aranda, 2008). 

En los últimos años solo hay una variedad de día neutro con cierto impacto en la zona de Huelva, 

‘San Andreas’, cuya representación no supera el 9% del total anual de plantas. 

Actualmente existe un amplio abanico varietal de fresa en la zona como resultado de la 

selección de variedades con distintos atributos adaptadas a las condiciones agroclimáticas de 

Huelva provenientes de distintos programas de mejora nacionales e internacionales, públicos y 

privados.  
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Si bien en España la producción de fresa se estableció como un cultivo prácticamente 

monovarietal (Figura 1.4 A), dependiente de variedades de día corto procedentes de California, 

el aumento de programas de mejora nacionales ha ido cambiando este panorama en los últimos 

años hacia un escenario plurivarietal (Figura 1.4 B y C). La gran diversidad varietal responde a 

la demanda de variedades que, además de buena producción y calidad de fruto, permitan alargar 

el pico productivo (i.e., precocidad) o aumentar la resistencia a plagas y enfermedades. 

Por su lado, el cultivo de la frambuesa (Rubus idaeus L., familia Rosaceae) presenta 

elementos en común con el de la fresa, tales como la preparación y la desinfección del suelo 

previo a la campaña, el alomado y la cubierta formando macrotúneles (Figura 1.5). En este caso 

la plantación se hace en línea en el centro del lomo, con una separación de 10-15 cm entre varas, 

sobre espalderas formadas por varillas de hierro unidas por cuerdas a los 20 y 100 cm. 
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Figura 1.4. Distribución varietal en el cultivo de la fresa en Huelva en la campaña 1998 (A) y 2019 (B) y 

evolución del número de variedades de fresa con incidencia mayor del 1% en cada campaña desde 1991 a 2019 

(C). (Fuente: Domínguez, 2012; Gómez-Mora et al., 2015; Soria et al., 2017; Medina-Mínguez et al., 2018; 

estimaciones del grupo IFAPA de Fresa para 2019). 
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Las variedades de frambuesa se dividen en dos grandes grupos atendiendo su periodo de 

fructificación: variedades remontantes (o reflorecientes) en las que la fructificación de las varas 

se produce en dos momentos a lo largo de la campaña, y variedades no remontantes (o no 

reflorecientes) en las que la fructificación solo ocurre una vez en la campaña, en la primavera 

siguiente del desarrollo de la vareta. A este último grupo pertenecen la mayoría de las variedades 

comerciales que se han cultivado históricamente en Huelva, como ‘Green Lyon’ o ‘Tulameen’, 

ya que generalmente son variedades más productivas, quedando las variedades remontantes 

como alternativa para cubrir las primeras cosechas de otoño-invierno. Por otro lado, en los 

últimos años han aparecido una serie de variedades remontantes que han ido reemplazando a las 

no remontantes, aumentando el abanico varietal disponible (Tabla 1.1), si bien es cierto que 

muchas de ellas solo están disponibles a aquellos agricultores pertenecientes a determinados 

“Clubs” cerrados de comercialización. 

La planta de frambuesa requiere de acumulación de horas frío para la correcta 

fructificación (800-1600 horas frío; Muratalla et al., 2013) y obtención de frutos de alta calidad 

(con buen sabor y consistencia), por lo que las varas de hijuelos que nacen de la planta madre se 

sacan de la tierra y se conservan en cámaras frigoríficas 40-45 días antes de la plantación. En el 

momento de la plantación, se suele realizar una poda para rebajar en tamaño de las varas, con el 

Figura 1.5. Cultivo convencional de la frambuesa en Huelva. 
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objetivo de obtener una fructificación escalonada. En las variedades remontantes, además se 

realiza otra poda tras la cosecha en la que se rebaja la vara que ha fructificado y se eliminan las 

ramas más débiles, para estimular el desarrollo de nuevas varas para la siguiente campaña.  

 

Tabla 1.1. Variedades de frambuesa más utilizadas en la zona productora de Huelva. (Fuente: Medina-Mínguez, 

comunicación personal). 

 Tipo Variedad  

 

Remontante 

‘Kwanza’, ‘Imara’, ‘Kwelli’, 

‘Adelita’, ‘Lupita’, ‘Maravilla’, 

‘Cardinal’, ‘Sevillana’, 

‘Ambrosia’, ‘Esperanza’, 

‘Carmina’, ‘Radiance’, 

‘Grandeur’. 

 

 

 
No remontante 

‘Lagorite’, ‘Vajolet’, ‘Glen 

Lyon’, ‘Tulameen’. 

 

 

 

Por último, el cultivo del arándano (Vaccinium corymbosum L., familia Ericaceae) se 

caracteriza por su porte arbustivo, lo que le convierte en un cultivo plurianual, en contraposición 

a los de fresa y frambuesa. La planta de arándano se trasplanta con 1 ó 2 años de edad, para 

minimizar la pérdida de individuos, y comienza a dar los primeros frutos a partir del 3º año, pero 

sin ser estable hasta al menos el 7º año. La vida útil de la planta es de 15-20 años, así, se requiere 

de una planificación y programación de prácticas a largo plazo, para no comprometer el 

rendimiento y la rentabilidad del cultivo. 

La plantación del arándano se hace sobre lomos acolchados (35 cm de alto y 90 cm de 

ancho) cubiertos con plástico de polietileno opaco, formando filas únicas con una separación 

entre plantas de 1 a 1,5 m (Figura 1.6). Actualmente no se realiza desinfección del terreno antes 

de la plantación puesto que no hay sustancias activas autorizadas para este cultivo. Aunque 
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puede darse autofecundación, es común la alternancia de variedades en las plantaciones, puesto 

que la polinización cruzada incrementa la producción y aumenta el tamaño de los frutos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Las variedades de arándano que se cultivan en la zona de Huelva pertenecen al grupo de 

arándanos altos del Sur, uno de los 5 grupos de arándanos cultivados que existen, y que se 

caracteriza por sus menores requerimientos de frío para levantar su latencia invernal (200-600 

horas frío). Este grupo es el grupo de arándanos que mejor se ha adaptado a las condiciones de 

producción de Huelva, y a él pertenecen las variedades que fueron plantadas al inicio de este 

cultivo en la zona: ‘Misty’, ‘Sharpblue’ y ‘O´Neil’, aunque las variedades con mayor 

representatividad en la actualidad son ‘Star’, ‘Ventura’, ‘Legacy’, ‘Camelia’ y ‘Gupton’, además 

de un buen número de variedades de Club. 

Es interesante señalar que, desde su implantación en 2013, más del 76% de la superficie 

cultivada de fresa (CAPDR, 2018) se acoge al sistema de producción integrada (BOJA 132, 9 

julio 2013). Asimismo, a demanda del sector en los últimos tiempos, se ha publicado 

recientemente (BOJA 184, 25 septiembre 2017) el reglamento de producción integrada 

específico de frutos rojos (arándanos, frambuesas y moras), por parte de la Consejería de 

Figura 1.6. Cultivo convencional del arándano en Huelva. 
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Agricultura, Pesca y Desarrollo Rural. Con ello se aprecia una mayor sensibilidad y 

preocupación del sector por aspectos medioambientales del cultivo de frutos rojos en la región.  

 

 

1.3. Efectos beneficiosos de los frutos rojos para la salud 

Los frutos rojos son muy apreciados por los consumidores debido a su alta calidad 

organoléptica, es decir, su sabor y aroma característicos, pero también por su valor nutracéutico- 

o nutricional- y los efectos beneficiosos para la salud que se les ha atribuido (lo que 

denominamos calidad funcional). En este sentido, diversos estudios han relacionado la ingesta 

de frutos y hortalizas en general, y de los frutos rojos en particular, con la disminución del riesgo 

de padecer enfermedades crónicas como las enfermedades cardiovasculares y diferentes tipos de 

cáncer (Hung et al., 2004; Boeing et al., 2012; Skrovankova et al., 2015; Afrin et al., 2016). Esta 

acción parece estar ligada a la presencia de compuestos nutracéuticos con capacidad antioxidante 

que actúan en la detoxificación de las especies reactivas del oxígeno (ROS) a nivel celular 

(Terry, 2011; Shashirekha et al., 2015), entre los que cabe destacar polifenoles y vitaminas 

(Hannum, 2004; Zafra-Stone et al., 2007; Skrovankova et al., 2015). En concreto, el alto 

contenido en polifenoles del tipo flavonoides y taninos hidrolizables y no hidrolizables, con 

cualidades saludables, (Skrovankova et al., 2015; Afrin et al., 2016; Ariza et al., 2016) descrito 

en fresas, frambuesas y arándanos, los hace especialmente atractivos para los consumidores 

además de sus cualidades nutricionales (Tabla 1.2).  

Los frutos rojos tienen un alto valor nutricional, ya que presentan un bajo poder calórico, 

en parte debido a su alto contenido en agua bajo contenido en proteínas y grasas, son ricos en 

fibras dietéticas (i.e., pectina que actúan como un regulador intestinal; Ramadan et al., 2008) y 

representan un gran aporte de vitaminas (A, C y E, y del complejo B, que actúan como 

antioxidantes, ayudan a estimular el sistema inmunitario e intervienen en el metabolismo de los 

hidratos de carbono y las grasas; Pantelidis et al., 2007) y de micronutrientes esenciales, que 
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favorecen el desarrollo de los huesos y los dientes, el refuerzo de los músculos y otros procesos 

fisiológicos y bioquímicos (Tabla 1.2). 

Tabla 1.2. Composición nutricional de la fresa, arándano y frambuesa. (Fuente: USDA 2018). 

    
Fresa Arándano Frambuesa 

Agua (g/100g) 90,95 84,21 85,75 

Energía (Kcal/100g) 32,00 57,00 52,00 

Proteínas (g/100g) 0,67 0,74 1,20 

Hidratos de carbono, de los 

cuales: 7,68 14,49 11,94 

           Azúcares (g/100g) 4,89 9,96 4,42 

Fibra (g/100g) 2,00 2,40 6,50 

Minerales, de los cuales:    

  Ca (mg/100g) 16,00 6,00 25,00 

  Fe (mg/100g) 0,41 0,28 0,69 

  Mg (mg/100g) 13,00 6,00 22,00 

  P (mg/100g) 24,00 12,00 29,00 

  K (mg/100g) 153,00 77,00 151,00 

  Na (mg/100g) 1,00 1,00 1,00 

  Zn (mg/100g) 0,14 0,16 0,42 

Vitaminas, de las cuales:    

  C (mg/100g) 58,80 9,70 26,20 

  B1 (mg/100g) 0,02 0,04 0,03 

  B2 (mg/100g) 0,02 0,04 0,04 

  B3 (mg/100g) 0,39 0,42 0,60 

  B6 (mg/100g) 0,05 0,05 0,06 

  B9 (µg/100g) 24,00 6,00 21,00 

  A (µg/100g) 1,00 3,00 2,00 

  E (mg/100g) 0,29 0,57 0,87 

  
D (µg/100g) 0,00 0,00 0,00 

  
K (µg/100g) 2,20 19,30 7,80 

Lípidos, de los cuales:    

  

Ácidos grasos 

saturados (g/100g) 0,02 0,03 0,02 

  

Ácidos grasos 

monosaturados 

(g/100g) 0,04 0,05 0,06 

  

Ácidos grasos 

poliinsaturados 

(g/100g) 0,16 0,15 0,38 

  Colesterol (mg/100g) 0,00 0,00 0,00 
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1.3.1. Principales compuestos bioactivos 

Existe una amplia gama de compuestos fitoquímicos que pueden favorecer la salud (i.e., 

compuestos bioactivos) y, por tanto, estar involucrados en la calidad funcional de los frutos de 

rojos, entre los que destacan de forma mayoritaria los compuestos fenólicos (Stoner & Seeram, 

2011). Químicamente los compuestos fenólicos son un grupo muy heterogéneo, que se 

caracterizan por tener al menos un anillo aromático hidroxilado, al que se pueden unir uno o más 

grupos funcionales como ésteres o glicósidos, entre otros (Martínez-Valverde et al., 2000; Duthie 

& Crozier, 2000). Dichos compuestos incluyen tanto compuestos simples de bajo peso molecular 

como compuestos poliméricos complejos de elevado peso molecular, lo que condiciona sus 

propiedades físico-químicas (i.e., solubilidad, permeabilidad y actividad antioxidante). Pese a la 

gran variedad de compuestos fenólicos en las plantas, éstos se originan a partir de las mismas 

rutas metabólicas. Una de ellas es la ruta del ácido siquímico, la cual a partir de precursores del 

metabolismo de los carbohidratos (fosfoenolpiruvato y la eritrosa-4-fosfato) se consigue el ácido 

siquímico (tras varias reacciones) y aminoácidos aromáticos derivados de éste (fenilalanina, 

triptófano y tirosina). La mayoría de los compuestos fenólicos son biosintetizados en plantas 

superiores a partir de la fenilalanina a lo largo de la ruta metabólica general de los 

fenilpropanoides, que tiene lugar en el citoplasma celular y en la cual están implicadas 

numerosas enzimas (Robards et al., 1999).  

Atendiendo a su estructura, sobre todo al número de carbonos del esqueleto principal, los 

compuestos fenólicos se dividen en varias familias (Figura 1.7).  

Los ácidos fenólicos son el grupo de polifenoles químicamente más simples, constan de un 

único anillo aromático (C6) con un sustituyente carboxílico, dando lugar a ácidos 

hidroxibenzoicos (C6‐C1) o ácidos hidroxicinámicos (C6‐C3), todos ellos de bajo peso molecular. 
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Ambos grupos son muy abundantes en los frutos rojos, ejemplo de ello es el ácido elágico 

(el principal ácido hidroxibenzoico) que puede llegar a representar por sí solo más del 50% de 

los compuestos fenólicos totales en fresa, o el 88% en zarzamoras (Häkkinen et al., 1999; De 

Ancos et al., 2000; Nile y Park, 2014) y se ha demostrado que presenta efectos antivirales, 

anticancerígenos, antibacterianos y antinflamatorios (Bushman et al., 2004; Hannum, 2004). En 

el grupo de los ácidos hidroxicinámicos, los ácidos caféico y ferúlico son los principales ácidos 

fenólicos en los frutos rojos, aunque raramente se encuentran libres, sino que tienden a 

esterificarse con otras moléculas como ácidos orgánicos e hidratos de carbono, siendo los 

derivados del ácido clorogénico (resultante de la esterificación de los ácidos cafeico y quínico) 

los ésteres más comunes (Paredes-López et al., 2010). Además, destaca el ácido gálico como un 

potente antioxidante con efectos contra el cáncer y hepatoprotectores que se encuentra en buena 

cantidad en las bayas (Rice-Evans et al., 1997; Tomas-Barberán & Clifford, 2000). 

Figura 1.7. Esquema de clasificación de los compuestos fenólicos. Modificado de Hardman (2014). 
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Los taninos hidrolizables (C6)n son el resultado de la condensación de varias unidades de 

ácidos gálico o elágico, dando lugar a compuestos de elevado peso molecular. Así, se distinguen 

dos grupos principales; los galotaninos, que son frecuentes en frutas como el mango, y los 

elagitaninos, característicos de frutas rojas como las fresas, frambuesas y zarzamoras (Clifford & 

Scalbert, 2000a). Así, se ha descrito que las fresas y frutos rojos pueden tener un contenido tres 

veces mayor de elagitaninos que las pacanas y las nueces, y aproximadamente 15 veces más que 

otros frutos secos (Landete, 2011).  

Los estilbenos son un grupo de polifenoles de estructura C6‐C2‐C6 los cuales han 

despertado cierto interés por su potencial saludable, como es el caso del resveratrol de la uva y 

su papel anticancerígeno (Manach et al., 2004). Aunque su detección en frutos rojos es 

minoritaria, en fresas se han detectado pequeñas cantidades de trans-resveratrol en pulpa y en 

aquenios (Sebastiá et al., 2017). 

Los lignanos responden a la estructura C6‐C3‐C3-C6 y son abundantes sobre todo en los 

cereales, siendo la linaza la mayor fuente de estos compuestos fenólicos, tal como el enterodiol, 

aunque no se han descrito compuestos de este grupo presentes en los frutos rojos.  

En último lugar, los flavonoides constituyen el grupo de compuestos fenólicos más diverso 

y ampliamente distribuido en las plantas. En este grupo, con un esqueleto del tipo C6‐C3‐C6, se 

pueden diferenciar varias clases en función del grado de oxidación del anillo heterocíclico 

tricarbono, y de la naturaleza y número de los sustituyentes unidos a los anillos (Robards et al., 

1999). La presencia de un grupo hidroxilo en la posición 3 determina la subdivisión en las dos 

clases principales de flavonoides: los 3-hidroxiflavonoides (flavonoles, flavanoles, 

proantocianidinas o taninos condensados y antocianidinas) y los flavonoides no hidroxilados en 

posición 3 (flavonas, isoflavonas, flavanonas). Las fresas y otros frutos rojos poseen un elevado 

contenido en flavonoides, principalmente pertenecientes a los subgrupos flavanoles, flavonoles y 

antocianidinas.  
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Dentro del subgrupo de los flavonoles, destaca la quercetina como la más abundante y 

ubicua, con una potente actividad antioxidante junto con otras importantes propiedades 

farmacológicas, biológicas y médicas (Seeram et al., 2003; Xue et al., 2002). Los flavanoles son 

otro grupo importante de flavonoides presentes en las fresas y otros frutos rojos entre los que 

destaca la catequina, gallocatequina, epicatequina, epigalocatequina, epicatequina 3-galato y 

epigalocatequina 3-galato (Arts et al., 2000; Cieslik et al., 2006). Las proantocianidinas o taninos 

condensados, son el resultado de la polimerización de varias moléculas de flavanoles, y se han 

descrito como el grupo de taninos más comunes en frutos rojos, (Seeram et al., 2001). Estos 

compuestos pueden estabilizar antocianinas uniéndose a ellas, y son los responsables del sabor 

amargo y astringente de algunos frutos como el cacao, manzana o la uva (Santos-Buelga et al., 

2000) a través de la formación de complejos con las proteínas de la saliva. 

Por último, las antocianinas o antocianos son antocianidinas unidas a un azúcar, siendo 

esta forma glicosilada la que se encuentra de forma natural en las frutas y vegetales frescos, y 

son responsables de la coloración roja, azul o morada característica de los frutos rojos (Carbone 

et al., 2009; Khoo et al., 2017). Se les ha atribuido actividades anticancerígenas y 

antienvejecimiento, así como un efecto positivo sobre el tracto urinario y los vasos sanguíneos 

(Moyer et al., 2002; Xue et al., 2002). Las principales antocianinas que se encuentran en la fresa 

son la pelargonidina-3-glucósido y la cianidina-3-glucósido (Ariza et al., 2016), mientras que en 

otros frutos rojos se encuentran antocianidinas derivadas de la cianidina (la más abundante en los 

alimentos) malvidina, petunidina, peonidina o delfinidina (Skrovankova et al., 2015).  

 

1.3.2. Acción detoxificadora de los compuestos bioactivos 

De cara a sus propiedades bioactivas, hay que destacar que la cantidad de antioxidantes del fruto 

no es tan determinante como su naturaleza química, ya que condiciona su acción detoxificadora 

de las especies reactivas del oxígeno (ROS). El término ROS incluye radicales libres y ciertas 

especies oxidantes no-radicales que se convierten fácilmente en radicales libres, como por 
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ejemplo HClO, HBrO, O3, ONOO-, 1O2, o H2O2 (Halliwell & Whiteman, 2004). La estructura 

química de los compuestos fenólicos, con anillos aromáticos, determina su facilidad para 

deslocalizar cargas y ceder átomos de hidrógeno de un grupo hidroxilo aromático a un radical 

(Duthie et al., 2003), estabilizando las ROS. Además, pueden captar iones metálicos 

(principalmente hierro y cobre) e inhibir la formación de radicales libres que se producen 

mediante las reacciones de Fenton (Rice-Evans et al., 1997). La acción detoxificadora de los 

distintos compuestos bioactivos presentes en la fruta se puede estimar mediante la determinación 

de la capacidad antioxidante. Los métodos de cuantificación de esta se dividen en dos grupos, 

dependiendo de si su mecanismo de acción incluye la transferencia de electrones (SET) o la de 

átomos de hidrógeno (HAT). Existen diversos protocolos de cuantificación de la capacidad 

antioxidante específicos para cada mecanismo de acción (Tabla 1.3), y es importante conocer el 

tipo de moléculas antioxidantes presentes en la muestra para elegir el protocolo adecuado. En el 

caso de los frutos rojos, los compuestos fenólicos son las moléculas que principalmente 

contribuyen a la capacidad antioxidante y pueden actuar mediante dos vías distintas: como 

captadores de radicales libres donando hidrógenos o electrones (deteniendo así el ciclo de 

generación de radicales libres), o como quelante de metales secuestrando iones metálicos 

(impidiendo la formación de radicales libres en la reacción de Fenton).  

Debido a las características químicas de los compuestos fenólicos, el protocolo TEAC 

(Trolox Equivalent Antioxidant Capacity; Capacidad antioxidante trolox equivalente) es el 

método más comúnmente utilizado para la cuantificación de su capacidad antioxidante, pues 

integra los dos mecanismos principales de detoxificación de radicales libres (HAT y SET; 

Jiménez et al., 2004). 
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Tabla 1.3. Ensayos in vitro más utilizados para cuantificar la capacidad antioxidante de una muestra y su 

mecanismo de acción. (Modificado de Huang et al., 2005). 

     

 
Protocolo Descripción 

Mecanismo de 

acción 

 

 
ORAC 

(Oxygen Radical 

Absorbance Capacity) 

Se basa en la medición de la 

fluorescencia de una molécula 

sometida a la acción de un 

generador de radicales libres 

HAT  

 

DPPH 

 

Se basa en la reducción del radical 

DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) 

por los antioxidantes de la muestra. 

 

Mixto  

 FRAP 

(Ferric ion reducing 

antioxidant power) 

Se basa en la capacidad reductora 

del Fe que se encuentra en el 

complejo Fe3-TPTZ. 

SET  

 

TEAC 

(Trolox Equivalent 

Antioxidant Capacity) 

 

Se basa en la pérdida de color azul 

del cromóforo ABTS+ cuando está 

presente un antioxidante en la 

muestra. 

 

Mixto  

 Capacidad de reducción del 

Cu(II) 

Cuantifica la reducción de Cu(II) a 

Cu(I) 
SET  

 

 

1.4. Factores que afectan a la calidad de los frutos rojos.  

El color de los frutos, la firmeza, el aroma y el sabor (balance entre el dulzor y la acidez) son los 

principales parámetros para evaluar la calidad organoléptica de los frutos (Shamaila et al., 

1992). Si bien es cierto que estos atributos son importantes a la hora de determinar la decisión 

del consumidor, y por tanto tienen una alta repercusión económica, cada vez se demandan frutos 

más saludables que puedan contribuir a la prevención de enfermedades (Weatherspoon et al., 

2014), por lo que es importante incorporar estos criterios de calidad funcional a los nuevos 

programas de mejora. De hecho, la composición en polifenoles de los frutos de fresa es 

actualmente uno de los criterios de selección establecidos en programas de mejora en curso 

(Mezzetti et al., 2018).  

En la planta, los compuestos fenólicos se sintetizan de forma natural como metabolitos 

secundarios y desempeñan diversas funciones fisiológicas, interviniendo en el crecimiento y 

reproducción de las plantas, y además están involucrados en la respuesta vegetal frente a 
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distintos tipos de factores y estreses ambientales, tanto bióticos (i.e., patógenos, predadores) 

como abióticos (radiación ultravioleta). En situaciones de estrés, la síntesis de antioxidantes 

responde a una estrategia de defensa de la planta para proteger su ADN de las ROS o para actuar 

directamente como defensa frente a patógenos (Lattanzio et al., 2008). Así, muchos polifenoles, 

especialmente ácidos fenólicos, contribuyen a la lignificación de las áreas dañadas tras un 

episodio de estrés biótico o poseen propiedades antimicrobianas. 

Su amplia participación en distintos procesos fisiológicos de la planta, incluyendo los 

frutos, conlleva que exista una alta variabilidad en el contenido en compuestos fenólicos entre 

genotipos que a su vez está condicionada por las condiciones ambientales. Pese a que en algunos 

casos se conoce con detalle la composición de polifenoles de un fruto, para muchas especies 

existe aún poca información, y generalmente se limita a una o pocas variedades. Además de la 

variedad y factores ambientales durante el cultivo, otros factores pueden afectar el contenido en 

polifenoles de los frutos como el estado de maduración en el momento de la recolección, así 

como el tratamiento y almacenamiento postcosecha de los mismos (Manach, 2004). 

 

1.4.1. Variabilidad genotípica  

La variabilidad genotípica es el factor principal que afecta a la composición en compuestos 

funcionales de las especies, y engloba diferencias entre distintas especies (i.e., interespecíficas), 

tanto como entre variedades de la misma especie (i.e., intraespecíficas) (Scalzo et al., 2005). La 

influencia del genotipo sobre la calidad organoléptica y funcional de los frutos se ha puesto de 

manifiesto en gran cantidad de estudios (Hakkinen & Torronen, 2000; Cordenusi et al., 2002; 

Yoshida et al., 2002; Williner et al., 2003; Tulipani et al., 2008). En relación a los compuestos 

fenólicos, si bien es cierto que algunos polifenoles como la quercetina se han detectado de forma 

general en alimentos de origen vegetal (frutas, verduras, cereales, te, vino, entre otros), se han 

descrito compuestos específicos que son más o menos característicos de determinadas especies 

(flavanonas en cítricos, isoflavonas en soja, lignanos en cereales, entre otros). Además de las 
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diferencias cualitativas, fruto de la diversificación de las especies, hay importantes diferencias 

cuantitativas entre especies, y entre genotipos de la misma especie. En los frutos rojos, 

Milivojević et al. (2013) observaron grandes diferencias en la cantidad de antioxidantes entre 

diversos géneros (Fragaria, Rubus, Vaccinium y Ribes). En esta misma línea, se ha estudiado la 

variación en la capacidad antioxidante de 87 genotipos de arándano, obteniéndose un rango de 

resultados con diferencias de más de 6 veces (Ehlenfeldt & Prior, 2001); y en el caso concreto de 

la fresa, se ha observado que la composición en fenoles, flavonoides y antocianos, así como la 

capacidad antioxidante de los frutos, difiere en las distintas variedades (Ariza et al., 2015; Fang, 

2015).  

Dado que cuando hablamos de frutos rojos se incluyen especies filogenéticamente muy 

diversas (distintas familias botánicas), y dentro de una misma especie, cultivares con distinto 

pedigrí (Gil-Ariza et al., 2009), cabe esperarse que la magnitud de las diferencias en la 

composición de compuestos saludables de los frutos, tanto a nivel cualitativo como cuantitativo, 

sea mayor cuanto mayor sea la distancia filogenética entre los mismos. Ante esta gran la 

variabilidad entre genotipos, de cara a la selección de parámetros de calidad funcional para su 

uso en programas de mejora hay que considerar que sean caracteres heredables, fenotípicamente 

estables y con niveles de expresión elevados (Lafitte et al., 2003). En este sentido, estudios 

realizados en arándano (Connor et al., 2002) y frambuesa (Connor et al., 2005) han puesto de 

manifiesto que el contenido en fenoles totales, el contenido en antocianinas o la capacidad 

antioxidante son buenos parámetros para ser utilizados en programas de mejora; mientras que en 

fresa se ha determinado que la variabilidad en parámetros como las vitaminas C y B, fenoles 

totales, antocianinas totales entre variedades y retrocruzamientos con especies silvestres (F. 

virginana), apuntado a estos caracteres de calidad de fruto como susceptibles de potencial de 

mejora genética (Mezzetti et al., 2016). En consonancia, diversos programas de mejora 

realizados con otros cultivos han obtenido variedades con características funcionales mejoradas 

como la variedad de sandía ‘Fashion’, con alto contenido en licopeno, las variedades de tomate 
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Figura 1.8. Estructura general del fruto de fresa. 

‘Lycomate’ y ‘Doublerich’, con alto contenido en licopeno y vitamina C, respectivamente, o la 

variedad ‘Almagro’ de berenjena, con alto contenido en ácido clorogénico (Adalid et al., 2010; 

Tarazona-Díaz et al., 2011; Hurtado et al., 2014). Por su parte, en algunos programas de mejora 

de fresa se han considerado aspectos relacionados con el aroma del fruto (Kerler et al., 2000) y el 

sabor (Aharoni et al., 2004) y se están dando los primeros pasos en la caracterización de la 

composición en compuestos bioactivos de distintas variedades de fresa para su uso potencial en 

programas de mejora (Capocasa et al., 2008a; Tulipani et al., 2008; Mezzetti et al., 2013; Ariza 

et al., 2016).  

Es importante señalar que esta caracterización se lleva a cabo en el fruto completo de la 

fresa; sin embargo, botánicamente la fresa es una infrutescencia resultado de un engrosamiento 

del receptáculo floral, sobre cuya superficie se asientan los verdaderos frutos, denominados 

aquenios. El receptáculo de la fresa representa más del 90% del peso fresco del fruto de la fresa, 

y está formado por una médula central con los haces vasculares que se va dividiendo y 

adentrándose en el córtex, el cual está formado por tejido parenquimatoso y finalmente una fina 

epidermis (Figura 1.8). Por su parte los aquenios se caracterizan por presentar un pericarpo 

grueso, una testa delgada, una única capa endospermática y un embrión (Darrow, 1966), cuyo 

desarrollo se completa diez días después de la antesis (Thompson, 1971). Se conectan al 

receptáculo mediante 

haces vasculares y su 

número oscila entre 

variedades, pudiendo 

encontrarse entre 20 y 

500 aquenios por 

receptáculo (Darrow, 

1966; Ariza et al., 

2011). 
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El distinto origen ontogénico de los tejidos que conforman el receptáculo y los aquenios 

puede conllevar una diferente composición de antioxidantes. Además, dependiendo del nivel de 

contribución del aquenio a la calidad funcional del fruto completo, podría ser un carácter de 

interés para la selección en programas de mejora. Sin embargo, hasta la fecha apenas existen 

trabajos que determinen de forma comparativa la contribución del aquenio a la calidad funcional 

del fruto completo en distintos genotipos de fresa (Aaby et al., 2005). 

 

1.4.2. Efecto ambiental sobre la variabilidad de los compuestos funcionales  

Como se ha dicho anteriormente, además del genotipo, el ambiente influye de manera directa en 

la manifestación de los caracteres de la planta. Por un lado, se ha puesto de manifiesto en algunas 

hortícolas y frutos rojos que los caracteres funcionales en los frutos pueden ser dependientes de 

las prácticas de cultivo. En algunas variedades de lechuga se ha detectado que el forzado 

mediante cubiertas de plástico con distinto filtro UV produce una variación significativa en el 

contenido en polifenoles. En fresa, Anttonen et al. (2006) describieron que un nivel bajo de 

fertilización (0,6 mS cm-1) aumentaba el contenido en flavonoles y ácido elágico, aunque no en 

la misma proporción entre las variedades estudiadas. También se ha descubierto que el color del 

plástico de cobertera de los lomos puede influir en el aroma de la fresa (Loughrin & 

Kasperbauer, 2002), y que el recorte hídrico en arándano cultivado bajo plástico puede aumentar 

el contenido en antocianos (Cardeñosa et al., 2016). Así, parece que el manejo del cultivo a todos 

los niveles (suelo, fertilización, riego, cubierta y forzado, entre otros) no solo influye en el 

desarrollo del cultivo, sino que también puede ser determinante en la calidad funcional de los 

frutos. 

Por otro lado, la variación en las condiciones climáticas influye en la composición en 

polifenoles de fresa siendo diferente dependiendo del momento de campaña (Ariza et al., 2015). 

Además, se ha descrito que una mayor exposición a la luz aumenta la biosíntesis de flavonoides 

en fresa (Kadomura-Ishikawa et al., 2013) y que las bajas temperaturas influyen negativamente 
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en la ratio azúcar/ácido y en la capacidad antioxidante de los frutos de fresa (Davik et al., 2006). 

En arándano, también se ha descrito una correlación entre las bajas temperaturas y un aumento 

de antocianos (Zoratti et al., 2015a), flavonoles y ácido hidroxicinámico (Uleberg, 2012).  

La mayoría de los estudios realizados hasta la fecha en frutos rojos se fundamentan en la 

caracterización de los compuestos antioxidantes de los genotipos sin tener en cuenta la 

variabilidad de éstos debida al ambiente, lo que puede dar lugar a resultados difícilmente 

comparables entre estudios o a conclusiones erróneas en la valoración de variedades. Así, es 

importante determinar la influencia ambiental sobre la calidad funcional de los frutos, mediante 

el análisis de las interacciones genotipo x ambiente y de la capacidad de los genotipos para 

modular su respuesta a las variaciones ambientales, es decir, la plasticidad fenotípica (Carbone et 

al., 2009; Palmieri et al., 2017). 

La variabilidad de los compuestos funcionales frente al ambiente se contrapone con la 

estabilidad, como característica deseable para un carácter en los programas de mejora. De hecho, 

la estabilidad es un rasgo muy valorado para la selección varietal. Así, en sandía se destacó la 

variedad 'Crimson Sweet' como una línea endogámica en la que los caracteres funcionales de los 

frutos, además de ser indicativos de alta calidad, eran muy estables ante diferentes condiciones 

climáticas (Dia et al., 2016). En este contexto, la estabilidad en los parámetros de calidad de 

fruto de los genotipos se convierte en un carácter esencial a considerar de cara a seleccionar una 

variedad con atributos saludables. 

 

 

1.5. Calidad funcional y potencial biosaludable  

Además del efecto genotípico y ambiental sobre la calidad funcional de los frutos, es importante 

considerar cómo afecta el proceso de digestión a la liberación, transformación y absorción de 

dichos antioxidantes en condiciones fisiológicas (Brown et al., 2012), lo que condiciona su 

posible acción beneficiosa en el organismo tras la ingesta, es decir, su bioactividad. Así, durante 
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la digestión, los compuestos 

presentes en una matriz 

alimentaria pasan por una 

primera fase de liberación y 

transformación, que genera la 

fracción bioaccesible, a partir de 

la cual los compuestos pueden 

ser potencialmente absorbidos a 

través del epitelio 

gastrointestinal. La fracción 

finalmente absorbida se denomina fracción biodisponible, capaz de alcanzar la circulación 

sistémica y, más tarde llegar al sitio específico donde pueda ejercer su acción biológica (Porrini 

& Riso, 2008; Figura 1.9).  

La biodisponibilidad de los compuestos tras la digestión viene condicionada por 

numerosos factores tales como la gran variedad estructural de los compuestos fenólicos, la 

influencia de factores genéticos, agronómicos, del procesado y almacenamiento (D’Archivio et 

al., 2010; Tabla 1.4).  

Los compuestos fenólicos generalmente no sufren modificaciones a nivel oral, aunque se 

ha descrito la hidrólisis de algunos glicósidos de flavonoides a sus respectivas agliconas por 

acción de α‐glucosidasas salivares (Walle et al., 2005). La mayor parte del proceso de 

transformación y/o asimilación de estos compuestos ocurre a nivel del estómago e intestino. Los 

polifenoles más abundantes en un alimento no son siempre los más activos biológicamente, bien 

porque tienen una baja actividad intrínseca, o bien porque son pobremente absorbidos, altamente 

metabolizados y/o rápidamente excretados (Manach et al., 2004). 

 

 

 

Figura 1.9. Esquema del proceso de digestión. 
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Tabla 1.4. Principales factores que afectan a la biodisponibilidad de los polifenoles en humanos (Modificado de 

D’Archivio et al., 2010). 

Factores Ejemplos 

Factores intrínsecos Composición química del fruto 

Concentración en el alimento 

Factores externos Exposición a la luz del fruto 

Estado de maduración 

Manejo del cultivo 

Condiciones climáticas durante el desarrollo del fruto 

Factores relacionados al 

procesamiento 

Tratamiento térmico (i.e., cocción) 

Troceado y homogenización 

Almacenamiento  

Factores relativos al 

alimento 

Matriz alimentaria (i.e., fibra alimentaria, grasas) 

Efecto sinérgico o antagónico de otros compuestos 

Factores relacionados con 

el individuo 

Actividad enzimática 

Tránsito intestinal 

Flora del colon 

Factores sistémicos (i.e., edad, sexo, patologías, condición 

física) 

  

 

Los estudios de biodisponibilidad se fundamentan en estudiar qué ocurre con los 

compuestos de un alimento una vez ingeridos, mientras que los estudios de bioactividad, se 

centran en evaluar los efectos beneficiosos que los compuestos biodisponibles pueden aportar a 

nuestro organismo. Para el estudio de la biodisponibilidad, los modelos in vivo reflejan mejor la 

complejidad de los procesos físico-químicos y fisiológicos que ocurren en el sistema digestivo 

humano; sin embargo, los modelos in vitro son una alternativa práctica para evaluar la 

biodisponibilidad de los compuestos de un alimento en un periodo de tiempo relativamente corto 

(Manach et al., 2005; Coles et al., 2005; Correa-Betanzos, 2013; Bohn et al., 2018). 

Así, en los últimos años se han desarrollado distintos modelos in vitro que asemejan el 

proceso fisiológico de digestión y han permitido comenzar a dilucidar las implicaciones de la 

liberación, trasformación y absorción de los compuestos presentes en las matrices alimentarias, 

entre ellas los frutos rojos (Carbonell-Capella et al., 2014; Lucas-González et al., 2018). 

Específicamente, el método desarrollado por Gil-izquierdo et al. (2002) permite analizar las 

modificaciones que sufren los compuestos fenólicos de diversos alimentos, como zumos de 
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frutas, mermeladas o frutos completos tras la digestión. Estudios previos en albahaca y jengibre 

han demostrado que la durante la digestión in vitro los flavonoides aumentaron y los fenoles 

totales y capacidad antioxidante disminuyeron en comparación con la cuantificación química 

(Yang et al., 2016). En el caso de los frutos rojos, la cantidad de fenoles, flavonoides y 

antocianos liberados tras la digestión in vitro, así como su capacidad antioxidante, disminuyó en 

arándano (Jiao et al., 2018) y en especies del género Aronia (Bermúdez-Soto et al., 2007a).  

Estos resultados ponen de manifiesto la necesidad de considerar la biodisponibilidad de los 

compuestos bioactivos tras la digestión, como estimación del potencial biosaludable de los 

frutos, en la caracterización de la calidad funcional de los frutos, y con ello, definir los objetivos 

de programas de mejora orientados hacia la obtención de frutos beneficiosos para la salud.  

No obstante, de cara a los programas de mejora, es necesario dar un paso adelante que 

permita relacionar el potencial biosaludable de los frutos con la bioactividad (i.e., acción 

beneficiosa en el organismo) de los compuestos biodisponibles. Para el estudio de la bioactividad 

existen diversos métodos que van desde estudios clínicos en humanos, con gran complejidad e 

inversión técnica y económica, a otras aproximaciones con grado decreciente de complejidad, 

como los estudios in vivo apoyados con animales de experimentación o in vitro con cultivos 

celulares (Wolfe & Liu, 2007). 

 

 

1.6. Objetivos 

El objetivo principal de esta tesis ha sido analizar la estabilidad de los compuestos antioxidantes 

en distintos genotipos y bajo distintas condiciones ambientales y el papel que juegan en el 

potencial biosaludable de los frutos rojos, para determinar su uso como indicadores de calidad 

funcional en programas de mejora encaminados a obtener variedades de frutos rojos más 

saludables.  
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Con esta finalidad se plantearon los siguientes objetivos específicos y sus correspondientes 

subobjetivos: 

 

1. Evaluar el efecto de las condiciones agroclimáticas en la calidad organoléptica y funcional de 

los frutos en distintos genotipos de fresa. 

1.1. Análisis de la estabilidad de la calidad organoléptica y funcional de los frutos de distintas 

variedades de fresa ante la variación de las condiciones ambientales (Capítulo II). 

1.2. Nivel de exposición a la luz de los frutos sobre su calidad funcional en distintas 

variedades de fresa (Capítulo III). 

 

2. Evaluar el potencial biosaludable de los frutos rojos: análisis de la composición, 

biodisponibilidad y bioactividad de los compuestos antioxidantes tras el proceso de digestión.  

2.1. Evaluación de la interferencia de los reactivos de la digestión in vitro en la cuantificación 

de los compuestos antioxidantes: consideraciones metodológicas para su uso como método de 

aproximación al estudio in vivo. (Capítulo IV). 

2.2. Análisis interespecífico de la biodisponibilidad de los compuestos antioxidantes en 

distintos frutos rojos. (Capítulo V).  

2.3. Análisis intraespecífico de la biodisponibilidad y bioactividad de los compuestos 

antioxidantes en distintas variedades de fresa. (Capítulo VI). 

2.4. Determinación de la contribución de los distintos tejidos de la fresa a la biodisponibilidad 

de antioxidantes total del fruto y su bioactividad. (Capítulo VII y VIII). 
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2. Análisis de la estabilidad de la calidad organoléptica 

y funcional de los frutos de distintas variedades de fresa 

ante la variación de las condiciones ambientales 
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Este capítulo corresponde al objetivo 1.1 de la Tesis Doctoral y ha sido publicado como: 

Cervantes, L., Ariza, M.T., Miranda, L., Lozano, D., Medina, J.J., Soria, C., & Martínez-Ferri, 

E. (2020). Stability of fruit quality traits of different strawberry varieties under variable 

environmental conditions in the field. Agronomy, 10, 1242. 
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Stability of fruit quality traits of different strawberry varieties under variable 

environmental conditions in the field 

L. Cervantes, M.T. Ariza, L. Miranda, J.J. Medina, C. Soria, E. Martínez-Ferri 

 

 

Abstract 

Strawberry fruits are highly appreciated by consumers due to their organoleptic and functional quality. Fruit 

quality traits can be affected by genotype x environment interactions, determining the final consumer acceptance of 

fruits. Traits stability under varying environments is necessary to ensure fruit quality of strawberries selected by 

breeding programs. In this work the inter- and intra-annual variation of the of organoleptic and functional fruit 

quality parameters of five strawberry varieties throughout four consecutive cropping seasons was analyzed to assess 

their relative stability. In most varieties, organoleptic parameters showed the higher inter-annual stability but the 

greater variability throughout the season, while the reverse was true for the functional quality parameters. Relative 

humidity and mean and minimum temperatures were the environmental variables that partially accounted for fruit 

quality variation but other factors along with the genotype, may also be influencing. Among the varieties, 'Splendor' 

displayed a greater year-on-year stability in organoleptic parameters, and 'Sabrina' and Candonga® showed higher 

inter- and intra-annual stability on functional fruit quality, respectively. Environmental variation did not affect fruit 

quality parameters similarly in all strawberry varieties. In 'Sabrina' and Candonga® antioxidant capacity (TEAC) 

was greater and stable throughout the cropping season, underlining TEAC as a tool for varietal selection, and 

suggesting these two varieties as parents for breeding programs seeking for healthy features and high quality fruits 

that meet consumer demands.  

 

Keywords: Breeding; Fragaria x ananassa; fruit quality variability; environmental variation; genotype.
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Este capítulo corresponde al objetivo 1.2 de la Tesis Doctoral y ha sido publicado como: 

Cervantes, L., Ariza, M.T, Gómez-Mora, J.A., Miranda, L., Medina, J.J., Soria, C., & Martínez-

Ferri, E. (2019). Light exposure affects fruit quality in different strawberry cultivars under field 

conditions. Scientia Horticulturae, 252, 291–297. https://doi.org/10.1016/j.scienta.2019.03.058 
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Light exposure affects fruit quality in different strawberry cultivars under 

field conditions 

L. Cervantes, M.T. Ariza, J.A. Gómez-Mora, L. Miranda, J.J. Medina, C. Soria & E. Martínez-

Ferri. 

 

 

Abstract 

Strawberry (Fragaria x ananassa Duch.) fruits are highly appreciated worldwide because of their flavour and their 

content on healthy-related compounds. Most of these compounds have antioxidant properties and photo-protective 

activities involved in plant response against environmental constrains, including light availability. Thus, fruit quality 

might be affected by variation in environmental factors such as light conditions. A field experiment, performed 

under conventional cropping conditions, was designed for assessing the effects of the light exposure level of fruits 

on fruit quality parameters in four strawberry cultivars (‘Sabrina’, ‘Fortuna’, ‘Splendor’ and ‘Primoris’) during a 

cropping season. To assess to what extent strawberry genotypes are able to modulate their fruit quality traits in 

response to light conditions, a plasticity index was calculated for a quantitative estimation of the amount of 

phenotypic change induced by the environment (i.e., light-exposure) on the different strawberry cultivars.  

Results showed that proportion of exposed fruits compared to non-exposed ones was similar in all cultivars 

despite their differences in canopy size. This was achieved by modulating peduncle length: the higher the canopy 

size, the higher the peduncle length. This work also demonstrates that light incidence influences strawberry fruit 

quality - flavour and antioxidant content- and that the responsiveness to light conditions, estimated by the plasticity 

index, of strawberry fruits is genotype dependent. These results are suggesting differences among cultivars in the 

ability of adapting to variable light environments, and their significance in a breeding context and from an applied 

point of view is discussed.  

 

Keywords: antioxidant, breeding, canopy size, peduncle, phenotypic plasticity, radiation. 
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digestión in vitro en la cuantificación de los compuestos 

antioxidantes: consideraciones metodológicas para su 

uso como método de aproximación al estudio in vivo 
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Este capítulo corresponde al objetivo 2.1 de la Tesis Doctoral y ha sido publicado como: 

Cervantes, L., Martínez-Ferri, E., Carrera, M., Soria, C., & Ariza, M.T. (2019). Effectiveness of 

different depuration procedures in removing reagents interference on in vitro digested 

strawberry extracts for reliable antioxidant determinations. Journal of Berry Research, 9, 473–

481. https://doi.org/10.3233/JBR-190385 
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Effectiveness of different depuration procedures in removing reagents 

interference on in vitro digested strawberry extracts for reliable antioxidant 

determinations 

Lucía Cervantes, Elsa Martínez-Ferri, Marta Carrera, Carmen Soria & María Teresa Ariza. 

 

 

Abstract  

Healthy benefits associated with strawberries consumption are mostly related to their antioxidant composition, 

mainly polyphenols. Quality assessment on fresh fruits is commonly done by spectrophotometric methods, but 

intake and digestion may alter their composition and healthy properties. To assess antioxidants bioavailability at 

different gastrointestinal-tract levels, in vitro digestion (IvD) simulations are used but reagents involved in may 

interfere in antioxidant determinations despite depuration procedures are employed. To test the magnitude of 

reagents interference in IvD approaches and the effectiveness of different depuration procedures for reliable 

antioxidant quantifications on strawberries. 

IvD assays were done with water and strawberry samples to obtain digested fractions (gastric and intestinal). 

After passing-through hydrophilic cotton, digested extracts were subjected to different depuration procedures: 

centrifugation, Sep-Pack and 0.45µm nylon-filter. Antioxidant content and capacity were evaluated 

spectrophotometrically.  

IvD reagents interfered in all antioxidant determinations, especially in the intestinal fractions. Depuration 

procedures differed in their effectiveness for reagents removal and in their antioxidant retrieval efficiency, with 

hydrophilic cotton displaying better recovery efficiency. 

Reagents interference should be considered for antioxidant content and capacity determinations after IvD but, 

for reliable estimations of healthy compounds of food matrices, depuration methods should prioritize antioxidant 

recovery over reagents removal. 

 

Keywords: bioavailability; biliar salts; pepsin; gastrointestinal digestion; phenolic compounds; spectrophotometric.  
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Este capítulo corresponde al objetivo 2.2 de la Tesis Doctoral y ha sido publicado como: 

Cervantes, L., Martínez-Ferri, E., Soria, C., & Ariza, M.T. (2020). Bioavailability of phenolic 

compounds in strawberry, raspberry and blueberry: Insights for breeding programs. Food 

Bioscience, 37, 100680. https://doi.org/10.1016/j.fbio.2020.100680  
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Bioavailability of phenolic compounds in strawberry, raspberry and 

blueberry: Insights for breeding programs. 

Lucía Cervantes, Elsa Martínez-Ferri, Carmen Soria, & María Teresa Ariza. 

 

 

Abstract  

Epidemiological studies have related berry intake to healthiness, which has been mainly associated with the 

polyphenolic content and the antioxidative properties of raw fruits. However, the digestion process can affect 

antioxidant release (bioaccessibility) and absorption (bioavailability) from fruit food matrices (i.e., digestibility), 

which also depend on their dietary fiber content, which together determine the potential health benefits of berry 

species.  

In this study, digestibility of strawberry, raspberry and blueberry phenolic compounds, was evaluated after in 

vitro digestion and compared to antioxidant content and capacity of their raw fruits for a more reliable assessment of 

their potential healthful effects. These berry species also differed in their fruit dietary fiber content. The 

polyphenolic profiles of fruits were quantified using spectrophotometry and HPLC. Results showed no consistency 

between antioxidant content and capacity of raw and digested fruits in the three berries. Blueberry showed the 

highest antioxidant capacity (AC) associated with higher total phenolic content in raw fruits whereas, after 

digestion, strawberry (with a lower dietary fiber content), showed the highest total phenolic content and AC in the 

bioavailable fractions (‘AC-bioavailable’). These results suggested that ‘AC-bioavailable’ may be an useful index to 

select for wholesomeness genotypes within berry breeding programs. 

 

Keywords: antioxidant capacity, strawberry, raspberry, blueberry, digestibility, simulated digestion.  
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6. Análisis intraespecífico de la biodisponibilidad y 

bioactividad de los compuestos antioxidantes en 

distintas variedades de fresa. 
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Este capítulo corresponde al objetivo 2.3 de la Tesis Doctoral y se encuentra en preparación para 

su envío a Food Chemistry. 
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Bioavailability and bioactivity of strawberry antioxidant compounds: 

intraspecific analysis 

 

6.1. Introduction 

Over the past few decades there has been a significant shift in the general attitude of consumers 

towards the relation between feed and health. They have increased its concerning on the food 

health benefits in a broad sense, both in terms of positive effects and disease prevention. As a 

result, functional foods with nutraceutical compounds are progressively hitting the market, 

meeting the consumers growing demand. 

In this context, strawberries are among the most consumed fruits worldwide, not only 

because of their tasty flavour and nutritional value (Nile & Park, 2014; Talcott, 2007) but also 

because of their functional quality. This quality is based on a natural source of phytochemicals 

(Nile & Park, 2014; Giampieri et al., 2012; Azzini et al., 2010), polyphenols mostly, that act as 

potent antioxidants with a proven range of biological effects. The health benefits associated with 

these polyphenols are based on counteracting the oxidative stress produced as a result of the cell 

metabolism, through their antioxidative properties. However, the imbalance between 

antioxidants versus oxidative stress has been proposed as one of the main risk factors conducting 

to several chronic diseases, such as cardiovascular diseases or cancer, among others (Willcox et 

al., 2004). 

In strawberry, polyphenols are one of the major contributors to the total antioxidant 

capacity (i.e., AC) of fruits (Ariza et al., 2016; Stoner & Seeram, 2011; Wang et al., 2018), 

which is defined as the ability of antioxidant compounds to protect a biological system against 

the potentially harmful effect of processes or reactions involving reactive oxygen and nitrogen 

species (ROS and RNS; Karadag et al., 2009). In this sense the AC is considered as an 

integrative parameter of their antioxidative properties and, therefore, AC could be suggested as a 

reliable index for the estimation of healthy effect on cells (bioactivity; Li et al., 2017). 



6. Biodisponibilidad y bioactividad de antioxidantes en distintas variedades de fresa 

58 

 

In an overall perspective, strawberry cultivation includes a wide range of varieties as a 

result of several breeding programs developed throughout the world to obtain genotypes adapted 

to the agroclimatic conditions of specific areas. Thus, these varieties may have both different 

amount and composition of antioxidants (Mezzetti et al., 2018; Tulipani et al., 2008) and, 

however, could present a unique impact on consumer health due to the different contribution of 

specific compounds to their antioxidant capacity (Wang, 2011). 

Thereby, the phytochemical composition of each variety and the contribution of each 

compound to the fruit AC is only the first step for the correct assessment of the functional quality 

of a strawberry variety. Besides the chemical composition, the health-promoting effects of food 

matrices depend also on the release and transformations their antioxidants suffer along the 

gastrointestinal tract during the intake and digestion (Sengul et al., 2014; Granese et al., 2014). 

This process conditions the release (bioaccessibility), absorption (bioavailability) and, therefore, 

the biological effects (bioactivity) of the polyphenol compounds of the strawberry varieties 

(Shahidi & Peng, 2018; Kosińska-Cagnazzo et al., 2015). Thus, the amount and type of 

polyphenols does not necessarily match in raw fruits compared to digested extracts and, 

therefore, neither with their potential healthful effects. This fact makes not feasible to select 

varieties for their AC in raw fruit and, therefore, hinders the selection of strawberry varieties 

with healthy attributes in upcoming breeding programs. 

In vitro digestion models are powerful tools to simulate the physiological conditions 

occurring in human digestion, despite being more time consuming than the raw fruit 

antioxidants’ extraction (Bohn et al, 2018; Minekus et al., 2014). However, they are currently 

used as a first approach to assess to what extent antioxidants of fruits are potentially released 

(i.e., bioaccessible) after intake, transformed and/or metabolised from the food matrix, and 

therefore, potentially absorbed (i.e., bioavailable; D’Archivio et al., 2010). Nevertheless, the 

absorption of this molecules does not warranty itself a beneficial action and bioactivity assays 

are needed. 
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Previous studies have revealed differences in both, quantity and type of antioxidants, and 

also AC, when different strawberry varieties and tissues were compared (Nowicka et al., 2019; 

Ariza et al., 2018a; Ariza et al., 2016), as well as in the quantity and AC of digested extracts 

compared to raw fruits (Cervantes et al., 2020; Ariza et al., 2018a; Thomas-Valdés et al., 2018; 

McDougall et al., 2005b). However, taking into account these differences, up to date it is 

unknown to what extent a higher AC bioavailable translates into greater bioactivity. Specifically, 

this refers to the necessity of checking if differences in AC bioavailable between varieties are 

translated, to a greater or lesser extent, in differences in their protective effects. Thus, this 

relationship would allow the selection of the most accurate indicator for healthy properties and 

would lead to the association of different strawberry profiles -defined by their antioxidants and 

AC bioavailable- with its bioactivity, and concomitantly to find varieties for breeding program 

focusing on selecting wholesome fruit. 

For this reason, the aims of the present work were: i) to establish the pattern of release (and 

absorption, if applicable) of antioxidants and AC in different berries, ii) to define the major 

antioxidant group that contributes to AC and to evaluate the relationship between AC-

bioavailable and AC-raw fruit in different varieties, iii) to analyze the effect of high AC-

bioavailable extract on its bioactivity ,in order to select both, a reliable index for wholesomeness 

fruits and health varieties (as parental), useful for breeding programs. 

 

6.2. Materials and Methods  

6.2.1. Plant material and experimental design 

Twelve short-day strawberry (Fragaria x ananassa Duch.) cultivars (Table 6.1) were grown 

under similar agronomical field conditions in a complete randomized block design with three 

replicate plots of 50 plants, spaced at 30 x 25 cm. Plants were planted in mid-October 2017 at the 

IFAPA field experimental station “El Cebollar” in Huelva, Spain (lat. 37°16′ N, long. 6°50′ W, 

alt. 63 m a.s.l.) following conventional cropping practices of the Huelva region, the main berries 
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cropping area in Europe (Eurostat, 2018). Briefly, planting was done over mulched raised beds 

(35 cm high and 50 cm wide for strawberry) of sandy soil (4% clay, 10% loam, 85.74% sand and 

0.26% organic matter) previously biosolarized (Domínguez et al., 2014). Polyethylene-covered 

tunnel structures of 150 μm thickness (macrotunnel; Ariza, et al., 2012) were installed in mid-

November and removed at the end of the cropping season (early June). During the experimental 

season, mean maximum and minimum temperatures, under the tunnels, were 27.5 ± 0.5ºC and 

8.7 ± 0.3ºC, respectively. Under these conditions, agronomical performance of the study 

cultivars was similar to those of grown commercially, with main productive peaks in mid-May.  

In order to assess polyphenol content and antioxidant capacity, 50 fresh and fully ripened 

strawberry fruits from each cultivar were harvested on each replicate plot in mid-April. Sampled 

fruits were immediately homogenized in a Multiquick MR 6500 blender from Braun (Kronberg, 

Germany), and puree samples were stored at -20°C until analyses were conducted.  

Table 6.1. Strawberry varieties in the study and their breeder company. 

 
 

6.2.2. Preparation of antioxidant extracts from berry fruits  

6.2.2.1. Raw fruits: hydromethanolic extraction: 

The antioxidant content and capacity in raw fruits of each cultivar were determined on 

hydromethanolic extracts obtained from ~1 g puree incubated in 10 ml of 80% methanol aqueous 

solution acidified with 0.1% HCl for 2h at room temperature (Ariza et al., 2016). Extracts were 
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centrifuged at 10000 rpm for 10 min at 4ºC and the supernatant was filtered and stored at -20°C 

until spectrophotometric and HPLC analyses. 

 

6.2.2.2. In vitro digestion: digested fractions: 

Potential release (bioaccessibility) and absorption (bioavailability) of antioxidant compounds on 

selected cultivars were evaluated by simulating an in vitro digestion process following the 

method of Gil-Izquierdo et al. (2002), with some modifications (Ariza et al., 2018a). Thus, 10 g 

of strawberry puree were diluted with distilled water (100 ml) and stirred with pepsin (0.734 

mg/g) and HCl (reaching pH ~1.7-2) at 37ºC for 2 h, simulating gastric conditions (gastric 

fraction). After gastric digestion, the pH of this mixture was raised to 7.8 with NaHCO3 (7 M), 

and pancreatin and bile salts (9 mg/g and 56.25 mg/g, respectively) were added. The mixture was 

incubated at 37°C for 2 h, simulating intestinal digestion (intestinal fraction).  

Simultaneously on each sequential phase, a dialysis membrane (molecular weight cut-off 

12000–14000 Da) was immersed into each fraction, containing ultrapure water, for gastric 

fraction, or the amount of NaHCO3 necessary to titrate the mixture of gastric digestion fraction 

to pH 7.8, for the intestinal one. 

After each phase, an aliquot was collected and stored until analysis. The solution outside 

the dialysis membrane (i.e., Gastric fraction outside membrane: ‘G-Out’ and Intestinal fraction 

outside membrane: ‘I-Out’) represents the potentially released or bioaccessible fractions, while 

the solution contained inside the membrane (i.e., Gastric fraction inside membrane: ‘G-In’ and 

Intestinal fraction inside membrane: ‘I-In’) represent the potentially absorbed or bioavailable 

fractions. 

All digested fractions collected were centrifuged at 4°C and 10000 rpm for 10 min and the 

supernatant was stored at −20°C until spectrophotometric and HPLC analyses. In order to avoid 

the interference of the in vitro digestion reactants on the spectrophotometric determinations, data 

were corrected as described in Cervantes et al. (2019b). 
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6.2.3. Determination of phenolic compounds 

6.2.3.1. UV–Vis analysis: 

Phenolic compounds and antioxidant capacity of the hydromethanolic extracts (raw fruits) and 

all digested fractions from the study strawberry genotypes were determined in triplicate by UV–

Vis spectrophotometry, using a Shimadzu PharmaSpec UV-1700 instrument (Kyoto, Japan). 

Thus, the total phenolic content (TPC), total flavonoid content (TFC) and total anthocyanin 

content (TAC) were assayed according to Ariza et al. (2018a). The antioxidant capacity (AC) 

was also evaluated by the Trolox Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC) assay as described by 

Ariza et al (2018a). Results were expressed as milligrams of gallic acid equivalents (GAE), 

catechin equivalents (CAE), pelargonidin-3-glucoside equivalent (PE) and micromols of Trolox 

equivalents (TE) per 100 grams of fresh weight (FW), respectively. 

 

6.2.3.2. HPLC quantification: 

6.2.3.2.1. HPLC–DAD conditions. 

HPLC analysis of phenolic compounds was assessed on an Agilent 1200 HPLC system (Agilent 

Technologies, Palo Alto-CA, USA) operated by a Windows based ChemStation software. The 

HPLC equipment was used with a diode array detector (DAD). System consisted of a quaternary 

pump, degasser, and auto sampler. The column used was a Zorbax Eclipse Plus C-18 LC 

Column (3.00 mm x 150 mm, 3.5 µm) furnished with a guard column (4.6 mm x 12.5 mm, 5 

µm), both from Agilent (Agilent Technologies, Palo Alto-CA, USA). 

All samples were filtered through a 0.45 µm filter (type Captiva Econofltr Nylon 25 mm, 

Agilent Technologies, Palo Alto-CA, USA) before HPLC analysis. 

 

6.2.3.2.2. Chemicals and reagents. 

The solvents used included ethanol, methanol, acetonitrile, acetic acid, formic acid and water, 

which were all purchased in HPLC-gradient grade from Sigma–Aldrich. 
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Chemical standards of cyanidin-3-O-glucoside chloride (CAS number 7084-24-4; 

purity≥96%; linear dynamic range 0.5–40 µg/ml), pelargonidin-3-O-glucoside chloride (CAS 

number 18466-51-8; purity≥95%; linear dynamic range 0.5–40 µg/ml), pelargonidin-3-o-

rutinoside chloride (CAS number 33978-17-5; purity≥90%; linear dynamic range 0.5–40 µg/ml), 

peonidin-3-O-glucoside chloride (CAS number 6906-39-4, purity≥95%; linear dynamic range 

0.5–40 µg/ml), malvidin chloride (CAS number 643-84-5, purity≥97%; linear dynamic range 5–

40 µg/ml), procyanidin B1 (CAS number 20315-25-7; purity≥90%; linear dynamic range 1–80 

µg/ml), procyanidin B2 (CAS number 29106-49-8; purity≥90%; linear dynamic range 1–80 

µg/ml), rutin (CAS number 153-18-4, purity≥99%; linear dynamic range 0.25–20 µg/ml) and 

gallic acid (CAS number 149-91-7, purity≥99%) were purchased from Extrasynthese (Genay, 

France). Standards of myricetin (CAS number 529-44-2; purity≥98%; linear dynamic range 1–20 

µg/ml), kaempferol (CAS number 520-18-3; purity≥98%; linear dynamic range 0.05–20 µg/ml), 

epicatechin (CAS number 490-46-0, purity≥98%; linear dynamic range 1–80 µg/ml) and 

chlorogenic acid (CAS number 327-97-9, purity≥98%; linear dynamic range 0.5–20 µg/ml) were 

purchased from Chengdu Biopurify Phytochemicals Ltd. (Sichuan, China). Standards of 

quercetin (CAS number 117-39-5; purity≥90%; linear dynamic range 0.05–20 µg/ml), (+)-

catechin hydrate (CAS number 225937-10-0; purity≥98%; linear dynamic range 1–80 µg/ml), 

ellagic acid (CAS number 476-66- 4; purity≥95%; linear dynamic range 1–16 µg/ml), p-

coumaric acid (CAS number 501-98-4; purity≥98%; linear dynamic range 0.5–20 µg/ml), trans-

cinnamic acid (CAS number 140-10-3; purity≥99%; linear dynamic range 0.5–20 µg/ml) and 

caffeic acid (CAS number 331-39-5, purity≥98%; linear dynamic range 0.5–20 µg/ml) were 

obtained from Sigma–Aldrich (St. Louis, MO, USA). 

Stock standard solutions of individual compounds in methanol were prepared at a 500 mg/l 

concentration and stored at −20°C. Multi-compound working standard solutions were also 

prepared by dilution of the stock solutions in methanol and stored at −20°C in amber coloured 

vials. Thus, different concentration of working standard solutions were used to build the 
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calibration curve for each compound so that quantifying the analyte concentrations can be 

reliably detected (above the limit of detection; LOD).  

 

6.2.3.2.3. HPLC–DAD analyses. 

The quantification of the individual compounds of a strawberry sample -or multi-compound 

working standard solutions- was assayed by injecting a 20 µl aliquot into the column and eluted 

at 35°C at a constant flow rate of 0.4 ml/min.  

For the determination of phenolic acids and flavanols, the mobile phase consisted on water 

containing 2% acetic acid (v/v) (Component A) and acetic acid/ water/acetonitrile mixture 

(1:49:50, v/v/v; Component B). The gradient used was as follows: 10 min at 90% A, from 90% 

to 45% A in 50 min, from 45% to 2% A in 10 min, from 2% to 90 % in 2 min and hold 90% A 

for 10 min. The total run time was 82 min, and during that time a diode-array detector (DAD) in 

the full-scan mode (200–600 nm) was used to determine phenolic acids and flavanols. The 

maximum characteristic wavelengths for the analytes were 309 nm for p-coumaric acid; 280 nm 

for gallic acid, ellagic acid, trans-cinnamic acid, procyanidin B1, procyanidin B2, (+)-catechin 

hydrate and epicatechin, and 320 nm for chlorogenic and caffeic acid. 

For the determination of flavonols and anthocyanins, the mobile phase consisted of 

water/formic acid/acetonitrile (87:10:3, v/v/v; Component A) and water/formic acid/acetonitrile 

(40:10:50, v/v/v; Component B). The gradient used was as follows: from 90% to 75% A in 10 

min, from 75% to 69% A in 5 min, from 69% to 60% A in 5 min, from 60% to 50% A in 10 min, 

from 50% to 0 % in 10 min, hold for 5 min, then from 0% to 90% A in 5 min and hold for 3 min. 

The total run time was 53 min, and a DAD was used in the full-scan mode (wavelength range 

200–600 nm) to determine flavonols and anthocyanins. The maximum characteristic wavelengths 

for the analytes were 370 nm for rutin, myricetin, quercetin, naringenin and kaempferol; and 520 

nm for cyanidin-3-O-glucoside chloride, pelargonidin-3-O-glucoside chloride, pelargonidin-3-O-

rutinoside chloride, peonidin-3-O-glucoside chloride and malvidin. 
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6.2.4. Bioactivity assay of the strawberry digested extracts  

The effect of bioavailable extracts of selected strawberry cultivars on cells was assessed by 

analysing intracellular ROS production and apoptosis induction on HepG2 cells cultures. 

Prior to ROS and apoptosis assessment, the concentration of each digested fraction was 

selected taking into account our previous works with commercial strawberry cultivars (Ariza et 

al., 2018b), where the concentrations employed for each fraction as well as the stressor agent 

concentration (AAPH) were chosen according to the MTT viability assay ensuring a vitality 

greater than 90%. Thus, for ROS and apoptosis assays, cells were treated for 24h with the gastric 

or intestinal strawberry bioavailable fraction at two chosen concentrations (2 and 5µg/ml), in 

presence or absence of AAPH (2.5 mM). Data were reported as a mean value of three 

independent analyses. 

 

6.2.4.1. Culture of HepG2 cells: 

HepG2 cells were purchased from the American Type Culture Collection (ATCC ® CL-

173TM) and were grown in Dulbecco’s modified Eagle’s medium supplemented with 10% 

fetal bovine serum, 100 IU/ml penicillin and 100 µg/ml streptomycin until 80-90% of 

confluence when sub-cultured. Cells were maintained in an HeraCell CO2 incubator at 37°C 

with 5% CO2. 

 

6.2.4.2. Evaluation of intracellular ROS production: 

Evaluation of intracellular ROS production was performed through the CellROX® 

Oxidative Stress Kit (Invitrogen TM, Life Technologies, Milan, Italy) according to the 

manufacturer’s instructions. Briefly, cells were seeded in 6-well plates at a density of 

1.5x105cells/well and treated with the selected concentrations of the gastric or intestinal 

strawberry bioavailable fraction, in the presence or absence of AAPH. After treatment, cells 

were washed twice with PBS and detached by trypsinization with 0.5 ml of trypsin-EDTA 
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solution for 2-5 min at 37°C in 5% CO2 incubator. The trypsin was neutralized with 1.5 ml 

of complete medium and cells were collected prior to centrifugation at 1500 rpm for 10 min 

at 4°C. Then, the supernatant was discarded and pellet was re-suspended in 1 ml of complete 

medium. CellROX® Orange Reagent was added at a final concentration of 5 µM, samples 

were incubated for 30 min at 37°C, centrifuged to remove medium and dye excesses, and re-

suspended again in PBS. After that, cells were analyzed with the Tali® Image-Based 

cytometer (Thermo Fisher Scientific, Milan, Italy). Untreated cells, which were also labeled 

with CellROX® Orange Reagent, were used to determine baseline levels of oxidative 

activity. Results were expressed as the fold increase of the intracellular ROS content 

compared to the control. 

 

6.2.4.3. Evaluation of apoptosis: 

For apoptosis quantification, the Tali™ Apoptosis Assay Kit–Annexin V Alexa Fluor® 488 

(Invitrogen TM, Life Technologies, Monza, Italy) was used according to the manufacturer’s 

instructions. Briefly, cells were seeded in 6-well plates at a density of 1.5 x 105 cells/well and 

treated with the selected concentrations of the gastric or intestinal strawberry bioavailable 

fraction, in the presence or absence of AAPH. After treatment, cells were washed twice with 

PBS and detached by trypsinization with 0.5 ml of trypsin–EDTA solution for 2–5 min at 37ºC 

in a 5% CO2 incubator. The trypsin was neutralized with 1.5 ml of complete medium and cells 

were collected prior to centrifugation at 1500 rpm for 10 min at 4ºC. Then, the supernatant was 

discarded and the pellet was resuspended in 100 ml of annexin binding buffer (ABB), and 5 ml 

of Annexin V Alexa Fluor® 488 was added, mixed well, and incubated in the dark at room 

temperature for 20 min. Cells were then centrifuged at 1000 rpm for 5 min, resuspended in 100 

ml of ABB, and then 1 ml of Tali™ Propidium Iodide was added, mixed well, and incubated in 

the dark at room temperature for 5min. Samples were analyzed with the Tali® Image-Based 
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cytometer and the percentage of live, dead, and apoptotic cells was determined on the basis of 

the respective fluorescence.  

 

6.2.5. Statistical analysis 

Statistical analyses were performed using Statistix software 9.0 (Analytical Software, 

Tallahassee, FL, USA). Data were subjected to ANOVA, and differences among means 

were assessed using Tukey honest significant difference (HSD) Prior to ANOVA, normality 

and homogeneity were tested using the Kolmogorov-Smirnov test and Cochran’s C test, 

respectively.  

 

 

6.3. Results and Discussion 

The total content of phenolics (TPC), flavonoids (TFC), anthocyanins (TAC), and the antioxidant 

capacity (AC), in twelve strawberry varieties were determined on raw fruits using UV–Vis 

spectrophotometer before (hydromethanolic extract) and after in vitro digestion (digested 

fractions). The phenolic profiles of both types of extracts were also established on selected 

varieties, using HPLC–DAD, and bioactivity assays for evaluating the protective effects against 

oxidative damage in human hepatocellular carcinoma (HepG2) cells.  

 

6.3.1. Polyphenol composition and antioxidant capacity of strawberry raw fruits 

Table 6.2 shows TPC, TFC, TAC, as well as AC, for the twelve strawberry varieties. In the 

raw fruits, the antioxidant content of the study varieties varied from 181.49-226.10 mg GAE/100 

g FW in TPC, 74.38-133.46 mg CAE/100 g FW in TFC, 13.78-24.92 mg PE/100 g FW in TAC 

and 32.27-53.97 µmol TE/g FW in AC. Although they were in similar range to those previously 

reported for many strawberry genotypes (Nowicka et al., 2019; Gündüz & Özdemir, 2014; 
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Tulipani et al., 2008), there was variability in the antioxidant compounds and capacity among 

varieties according to previous works (Nowicka et al., 2019), suggesting that genotypic 

differences in the Fragaria x ananassa varieties are an important factor for assessing strawberry 

fruit quality.  

These differences in the strawberry composition were not of the same magnitude in every 

polyphenol group. In this sense, TPC was the parameter with the lowest variability in terms of 

variation coefficient (CV; 7.68%, 20.71%, 19.48% and 14.69% for TPC, TFC, TAC and AC 

respectively). These figures are indicative of the existing genetic variability, since environmental 

factors are diminished because all study varieties are cropped under the same conditions.  

Regarding the antioxidant composition (Table 6.2.), ‘Flaminia’ and 'Primoris' showed the 

highest content of TPC and TFC, while the reverse was true for ‘Fortuna’ and ‘Charlene’. 

However, ‘Fortuna’ stood out as the variety with the highest TAC, in contrast to the lower level 

of ‘Marquis’, 'Charlene' and 'Rabida'. The highest and lowest AC was found in ‘Primoris’ and 

‘Rabida’, respectively, which, in contrast with their high TPC, suggested that the contribution of 

each polyphenol group on each variety to the antioxidant capacity may differ, which could 

explain the absence of global correlations between TPC and AC, or TAC and AC although 

correlations showed a global trend between TFC and AC (R2=0.4029; p<0.05). 

The results obtained in previous studies confirmed that strawberry fruit has high 

antioxidant properties (Tulipani et al., 2008; Ariza et al., 2018a), represented by the parameter 

AC as an integrative parameter related to the healthy promoting properties (Ariza et al., 2016; 

Stoner & Seeram, 2011; Wang et al., 2018). In addition, in our results this antioxidant potential 

of strawberries could be associated partly with the polyphenol composition (as seen in the 

correlation with TFC; Table 6.2), but also other polyphenol-type compounds could be involved, 

such us tannin compounds as suggested by Nowicka et al. (2019).  

The differences observed in the polyphenol amounts did not translate into differences in 

the polyphenol profile, as the strawberry varieties maintained, to a great extent, the proportion of 
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each polyphenol group (Table 6.2). Thus, the TFC and the TAC ratios were similar for the study 

varieties (~40% and ~10%, respectively). This result also indicated that, despite a variation in the 

composition of polyphenolics among varieties existed, the proportion of phenolic compounds is 

nearly stable within the genotypes studied, in contrast to what described in Cervantes et al. 

(2020) when comparing to other berry species, such as raspberry or blueberry.  

 

Table 6.2. Total phenolic content (TPC), total flavonoid content (TFC), total anthocyanin content (TAC) and 

antioxidant capacity (AC) of raw fruits from twelve commercial strawberry varieties following conventional 

cropping practices. Different letters indicate significant differences on the antioxidant composition among varieties 

(p< 0.05).  

 

In addition, the characterization of the raw fruits has some limitations for assessing the 

fruit healthy potential, since the physiologic processes after the intake  affect the release from the 

food matrix and the absorption of the antioxidant compounds (Ariza et al., 2018a; Cervantes et 

al., 2020). This situation highlights the necessity of employing in vitro digestion assays in order 

to mimic the physiological conditions when the fruits are consumed.  
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6.3.2. Polyphenol composition and antioxidant capacity after in vitro digestion 

Observed the differences on antioxidants in the study varieties, 5 out of the 12 initial 

strawberry varieties were selected due to their contrasting profile of antioxidants (Table 6.3). In 

order to analyze the effect of digestion process on the potential release and absorption of 

antioxidants, the in vitro digestion process was assessed, and the content of bioavailable 

polyphenols has been summarized in Table 6.4.  

Table 6.3. Simplification of the polyphenol profile 

(total phenolic content: TPC; total flavonoid content: 

TFC; total anthocyanin content: TAC; and antioxidant 

capacity: AC) in raw fruit of 5 selected strawberry 

varieties. H: high or L: Low amount of antioxidants. 

 

Table 6.4. Comparison of the antioxidant composition of raw fruit extract and bioavailable fractions (after in vitro 

digestion process) in five strawberry varieties. The total potential bioavailability has been calculated from the 

absorbed fraction gastric + intestinal. Different letters designate significant differences on the antioxidant 

composition among varieties (p< 0.05).  

 

TPC TFC TAC AC

‘Primoris’ H H H H

‘Fortuna’ L L H L

‘Flaminia’ H H L H

‘Marquis’ H H L L

‘Charlene’ L L L H

Raw fruit 214.55 ± 9.41 a 181.49 ± 7.22 b 226.10 ± 10.46 a 224.22 ± 7.38 a 184.72 ± 5.39 b

Gastric Absorbed 85.00 ± 1.30 a 71.37 ± 2.03 b 49.32 ± 3.14 c 43.36 ± 0.38 cd 37.71 ± 0.96 d

Intestinal Absorbed 57.55 ± 1.75 b 67.28 ± 2.35 a 20.36 ± 0.93 d 23.25 ± 0.56 cd 26.54 ± 2.04 c

Total bioavailability 113.85 ± 13.02 b 134.72 ± 2.31 a 74.42 ± 3.76 c 67.14 ± 0.44 c 67.50 ± 1.27 c

(53.07%) (74.23%) (32.91%) (29.95%) (36.54%)

Raw fruit 123.55 ± 4.80 a 79.29 ± 1.14 c 133.46 ± 5.90 a 106.85 ± 4.50 b 90.89 ± 3.16 c

Gastric Absorbed 5.84 ± 0.09 a 3.10 ± 0.07 c 6.40 ± 0.28 a 6.52 ± 0.09 a 4.55 ± 0.35 b

Intestinal Absorbed 5.66 ± 0.13 b 3.35 ± 0.10 c 8.29 ± 0.27 a 7.85 ± 0.26 a 4.87 ± 0.85 bc

Total bioavailability 11.35 ± 0.22 bc 6.54 ± 0.06 d 15.10 ± 0.75 a 14.44 ± 0.30 ab 10.53 ± 0.56 c

(9.19%) (8.25%) (11.31%) (13.52%) (11.59%)

Raw fruit 23.69 ± 1.10 a 24.92 ± 1.68 a 16.78 ± 1.57 b 13.87 ± 1.23 b 13.96 ± 1.53 b

Gastric Absorbed 1.86 ± 0.05 c 4.02 ± 0.20 a 1.43 ± 0.02 c 1.80 ± 0.04 c 3.05 ± 0.19 b

Intestinal Absorbed 1.04 ± 0.11 bc 1.20 ± 0.06 b 0.00 ± 0.00 c 2.14 ± 0.11 b 3.63 ± 0.37 a

Total bioavailability 2.72 ± 0.12 bc 5.14 ± 0.42 a 1.39 ± 0.03 b 3.65 ± 0.08 ab 6.44 ± 0.76 a

(11.48%) (20.62%) (8.28%) (26.30%) (46.16%)

Raw fruit 53.97 ± 1.11 a 35.24 ± 0.39 c 48.49 ± 0.92 a 40.80 ± 3.53 bc 47.60 ± 3.66 ab

Gastric Absorbed 1.04 ± 0.02 c 0.36 ± 0.03 d 1.64 ± 0.07 b 2.47 ± 0.03 a 1.10 ± 0.05 c

Intestinal Absorbed 2.90 ± 0.14 c 4.04 ± 0.19 b 5.54 ± 0.10 a 5.18 ± 0.20 a 3.10 ± 0.21 bc

Total bioavailability 4.02 ± 0.13 b 4.17 ± 0.24 b 7.19 ± 0.09 a 7.66 ± 0.18 a 4.37 ± 0.19 b 

(7.44%) (11.82%) (14.82%) (18.77%) (9.18%)

*mg standard/100 g FW; 
#
µmol TE / g FW

AC 
#

 'Marquis'  'Charlene'

TFC*

TAC*

TPC*

 'Primoris'  'Fortuna'  'Flaminia'
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After in vitro digestion, all analyzed strawberries presented a different polyphenolic 

composition and antioxidant capacity in the released fractions in comparison to the raw material 

(data not shown), in agreement with similar previous studies in strawberry (Ariza et al., 2018a; 

Cervantes et al., 2019). All varieties showed an increase in the TPC amount in the bioaccessible 

fractions while a decrease for TFC, TAC and AC, highlighting the uneven effect of the digestion 

process to the different compounds. This TPC decrease is also evident in other strawberry 

varieties (Cervantes et al., 2020), but is contrasting with other food matrices like the tea extract 

(Record & Lane, 2001), grapes (Granese et al., 2014), pomegranate (Perez-Vicente et al., 2002), 

raspberry or blueberry (Cervantes et al., 2020), which could imply either a different interaction 

of the phenolic compounds with the food matrix in different species or differences on the 

transformation rate of the phenolic compounds in comparison to phenolics with higher molecular 

weight, such as flavonoids or anthocyanins, among others.  

Despite strawberry raw fruits are nearly in the same range of antioxidants composition, and 

since they are genotypes of the same specie with a conserved pedigree, it would be expected a 

similar effect of the digestion process in all genotypes. However, despite a common trend in the 

effect of the digestion process respect to the raw fruit, it affected to a different extent in the 

strawberry varieties, in accordance with previous research (Carbonell-Capella et al., 2014; 

Marhuenda et al., 2016; Quan et al., 2018). Thus, the potential release and absorption of the 

antioxidant compounds was not proportional for all the varieties, since ‘Primoris’ was one of the 

genotypes with the highest TPC, TFC TAC and AC in raw fruit, but it was not translated to the 

highest content after the in vitro digestion. The lack of proportionality in the potential release 

and absorption compared to the raw fruit content could be explained by the conditions of the 

digestion process along with the heterogeneous antioxidant composition (described in section 

3.1) that could be producing a different pattern of molecules’ transformations and degradations 

on each variety. 
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Regarding the potential absorption of each antioxidant group, it was noteworthy that 

despite TPC, TFC and TAC being equally or highly absorbed at the gastric level on each variety, 

the AC showed higher levels of intestinal absorption. These figures are indicating that the 

compounds released and absorbed at gastric level presented lower AC in comparison with the 

bioavailable compounds obtained in the intestinal fractions. For each variety, the total 

bioavailable fraction made it possible to compare the amount of each antioxidant group after the 

application of hydrometanolic extraction methods and after in vitro digestion. In this sense, a 

higher amount of total bioavailable polyphenol group did not warranty a higher rate of recovery, 

since it also depended on the content before digestion. These results showed that the mayor 

proportion of TPC bioavailable was assessed in ‘Fortuna’ (74.23% of TPC in raw fruit was also 

absorbed in digestion), in contrast to the nearly 30% showed by ‘Marquis’. The opposite 

tendency was found for TFC, with ‘Marquis’ as the variety with higher proportion of potential 

absorption and ‘Fortuna’ with the lower. ‘Charlene’ showed, in turn, the highest potential 

absorption for the total anthocyanin content (46.16%), a 1.76-fold higher TAC than the closest 

variety (‘Marquis’) and a 5.57-fold higher than ‘Flaminia’, the variety with lower bioavailability 

for this group. As expected, a different composition in raw fruits (section 6.3.1) gave rise to a 

different release and absorption among varieties.  

Although some previous works have highlighted the relation between TPC and health 

promoting properties in many fruits through their antioxidant properties (i.e., AC), our results 

were in concordance with Tulipani et al. (2008), showing no correspondence between the TPC 

and its AC in raw fruits (ACRF) (section 6.3.1), and this same tendency was followed for the 

absorbed fractions. Thus, ‘Primoris’ and ‘Fortuna’ showed the highest TPC bioavailable and the 

lowest AC bioavailable (ACBD), but the contrary was true for ‘Flaminia’ and ‘Marquis’.  

As it has not been possible to establish a relationship between the analyzed phenolic 

groups and the AC, it would be interesting to be able to identify some individual compound as 
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the maximum responsible for ACRF and/or ACBD. Therefore, analyzing the composition of 

individual compounds of the selected varieties before and after digestion is required. 

 

6.3.3. Comparative quantification of individual compounds and its bioavailabiliy  

In order to characterize the composition in individual phenolic compounds of raw fruit and 

digested extracts, two varieties have been selected by their contrasting pattern of ACRF and 

ACBD. Thus, ‘Marquis’ and ‘Primoris’ were chosen for this characterization using HPLC-DAD 

analysis (Table 6.5). 

In raw fruit, the amount of analyzed compounds was generally similar or statistically 

higher in ‘Primoris’, for both the raw material and digested absorbed samples, with the exception 

of gallic acid and procyanidin B1 and B2 which their content were higher in the raw fruit of 

‘Marquis’. However, in both, gastric and intestinal fractions, the individual phenolic compounds 

seemed not to be correlated with the results of the ACBD, because they showed significantly 

higher values in 'Primoris' compared to 'Marquis', although the ACBD of 'Marquis' was higher 

than in 'Primoris' (Table 6.4). Thus, it was found no correspondence between the gastric and 

intestinal bioavailability and the values of ACBD (Table 6.4) in these two varieties. This result is 

suggesting that the higher ACBD found in ‘Marquis’ may not be related to (or not exclusively) the 

polyphenols assayed, despite they were previously selected for being the most representative 

strawberry polyphenol compounds, and therefore, more efforts are needed in order to identify 

and characterize them in these varieties. As it has been discussed previously in section 6.3.1, the 

composition among varieties is diverse and in concordance to this result the polyphenols selected 

may not be contributing to a greater extent to the ACBD in these varieties. 

When comparing the amount of each compound in the bioavailable fractions in comparison 

to raw fruits, some compounds arose above 100% recovery (gallic acid, epicatechin in both 

varieties and myricetin in ‘Primoris’), meaning that the conditions during the digestion could be 

producing changes of other compounds resulting in these polyphenols. Besides, a varietal 
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difference was observed, since ‘Primoris’ generated 3-fold the gallic acid generated by 

‘Marquis’. In this sense, this overgeneration could be produced by degradation of gallotannins, 

as demonstrated in tea extracts by human pharmacokinetics studies (Shahrzad et al., 2001). On 

the other hand, most of the phenolic compounds analyzed showed a recovery lower than 100% 

or even no-quantified compounds. This fact highlighted the transformations due to the in vitro 

digestion conditions (Brown et al., 2012), even leading to the degradation of molecules, and also 

that these transformations differed between berry extracts since it seemed to be dependent on the 

overall phenolic composition of each extract as suggested previously. 



 

 

Table 6.5. Composition on phenolic acids and hydrolysable tannins, flavanols, flavonols and anthocyanins of two strawberry varieties ('Marquis' and 'Primoris’) raw fruits and 

digested fractions. The total potential bioavailability has been calculated from the absorbed fraction gastric + intestinal, and the percentage of the recovery of each compound in the 

bioavailable fractions respect to the raw fruits is shown in brackets. Different letters designate significant differences on the antioxidant composition among varieties for the same 

fraction (p<0.05).  

 

 

Gallic acid 1.68 ± 0.02 a 0.95 ± 0.16 b 0.77 ± 0.07 a 0.86 ± 0.03 a 1.21 ± 0.01 b 2.05 ± 0.08 a 1.98 ± 0.07 (117.86%) b 2.90 ± 0.11 (305.26%) a

Chlorogenic acid 4.19 ± 0.24 b 39.59 ± 1.77 a 1.07 ± 0.11 b 7.43 ± 0.36 a 0.35 ± 0.03 b 0.65 ± 0.16 a 1.42 ± 0.14 (33.89%) b 7.86 ± 0.49 (19.85%) a

Caffeic acid 0.74 ± 0.02 b 1.03 ± 0.07 a 0.28 ± 0.00 b 0.35 ± 0.01 a <LOD b 0.33 ± 0.01 a 0.28 ± 0.00 (37.84%) b 0.68 ± 0.02 (66.02%) a

p-Coumaric acid 0.50 ± 0.01 a 0.51 ± 0.01 a <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

Ellagic acid 20.62 ± 3.69 b 117.38 ± 4.30 a 1.76 ± 0.43 b 9.52 ± 0.27 a <LOD <LOD 1.76 ± 0.43 (8.53%) b 9.52 ± 0.27 (8.11%) a

trans-Cinnamic acid 0.28 ± 0.00 b 0.42 ± 0.03 a <LOD b 0.13 ± 0.00 a 0.12 ± 0.00 b 0.17 ± 0.01 a 0.12 ± 0.00 (42.86%) b 0.30 ± 0.01 (71.42%) a

Procyanidin B1 16.48 ± 0.16 a 13.80 ± 0.79 b 0.07 ± 0.05 a <LOD b <LOD <LOD 0.07 ± 0.05 (0.42%) <LOD

Catechin 16.18 ± 0.31 a 16.84 ± 0.27 a 1.02 ± 0.09 a 0.92 ± 0.10 a 2.19 ± 0.19 a 1.87 ± 0.27 a 3.21 ± 0.17 (19.84%) 2.79 ± 0.37 (16.56%)

Procyanidin B2 7.12 ± 0.08 a 5.71 ± 0.16 b <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

Epicatechin <LOD <LOD 0.94 ± 0.03 b 1.07 ± 0.03 a <LOD <LOD 0.94 ± 0.03 (100%) b 1.07 ± 0.03 (100%) a

Rutin 1.37 ± 0.07 a 1.57 ± 0.34 a <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

Myricetin 0.33 ± 0.09 a 0.44 ± 0.07 a <LOD <LOD <LOD b 0.57 ± 0.00 a <LOD b 0.57 ± 0.00 (129.55%) a

Quercetin <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

Kaempferol <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

Cya-3-glu 0.80 ± 0.03 b 1.75 ± 0.24 a <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

Pel-3-glu 14.65 ± 0.42 b 26.84 ± 1.58 a 1.28 ± 0.08 b 2.08 ± 0.11 a 0.33 ± 0.08 a 0.30 ± 0.04 a 1.60 ± 0.01 (10.92%) b 2.38 ± 0.08 (8.87%) a

Pel-3-rut 1.18 ± 0.07 a 1.31 ± 0.03 a 0.17 ± 0.01 b 0.25 ± 0.01 a 0.01 ± 0.00 a 0.07 ± 0.00 a 0.17 ± 0.00 (14.41%) b 0.30 ± 0.01 (22.90%) a

Peo-3-glu <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

mg standard/100 g FW

Anthocyanins

Raw Fruit Gastric bioavailability Intestinal bioavailability Total bioavailability

 'Marquis'  'Primoris'  'Marquis'  'Primoris'  'Marquis'  'Primoris'  'Marquis'  'Primoris'

Phenolic acids and 

hydrolysable tannins

Flavanols

Flavonols



6. Análisis intraespecífico de la biodisponibilidad y bioactividad de antioxidantes en distintas variedades de fresa 

76 

 

These different results for ‘Marquis’ and ‘Primoris’ pointed to a varietal bias whereby the 

composition and type of polyphenols are modified during the digestion process and, 

consequently, a different health-promoting effect could be expected.  

In the view of the results, the higher AC after digestion (ACBD) of ‘Marquis’ in comparison 

to ‘Primoris’ could not be explained with the composition in individual polyphenolic. However, 

in order to consider this parameter as an indicator of the strawberry healthy properties, a 

bioactivity assay of these fractions in varieties with a contrasting profile is needed. 

 

6.3.4. Bioactivity assessment of stawberry on HepG2 cells 

In order to attribute a potential health effect to the strawberry samples, the protective 

effects against oxidative damage of digested extracts was evaluated in human hepatocellular 

carcinoma cells (HepG2). For this assay only the bioavailable fractions were selected as they are 

considered to be the extracts that reach the cells after the intake, and thus, the unique sample that 

could produce a beneficial effect. 

In control cells, a basal amount of intracellular ROS is quantified and, as expected, cells 

treated with a stressor agent (AAPH) increased the intracellular ROS levels compared to control 

cells (untreated; Figure 6.1. A and B). However, when cells were administrated the ‘Marquis’ or 

‘Primoris’ bioavailable extracts, the amount of ROS observed were similar than in control cells, 

indicating that both extracts (gastric and intestinal extracts) and concentrations were harmless 

and adequate for the cells. The lower concentration was stablished in previous reports for the 

variety ‘Camarosa’ (Ariza et al., 2018b) and this study was done following the same approach 

for comparable results. 

The preincubation of the bioavailable fractions and subsequent application of AAPH did 

not result in a decrease of the ROS values, reaching values similar to those of AAPH-treated 

cells, with the exception of ‘Marquis’ (2µg/ml) + AAPH which significantly lowered the ROS 
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level and, although it did not reach the level of ROS in control cells, it was the most effective 

treatment counteracting the oxidative damage caused by AAPH. This effect, observed at gastric 

and intestinal level, indicated that this extract had a protective effect by detoxifying through 

antioxidation processes and counteracting the harmful effect of ROS. It was remarkable that the 

higher dose of ‘Marquis’ (5µg/ml) + AAPH did not have the same efficacy decreasing the ROS 

levels as the lower dose (2µg/ml), possibly for being too high concentration and giving rise to a 

pro-oxidation effect. This pro-oxidative phenomenon has also been observed in other assays 

when adding excessive antioxidant agent. In this regard, Lambert & Elias (2010) report a pro-

oxidant effect of tea catechins responsible for the induction of apoptosis in tumor cells, and in 

relation to ROS levels Lee & Lee (2006) reviewed that polyphenols can act both as antioxidants 

and prooxidants depending on their structure and the conditions, and that this prooxidant activity 

could be directly proportional to the number of hydroxyl groups. 

The higher ROS counteraction of ‘Marquis’ respect to ‘Primoris’ followed the same trend 

as the AC-bioavailable results described in Table 6.4, although it could not be attributable to any 

specific compound (Table 6.5). Besides, in this study, as reported in Brown et al. (2012) for the 

colorectal cancer, the bioactivity is demonstrated to be genotype-dependent, and in this sense, 

the healthy promoting properties of a variety is not only due to the composition of the raw fruits, 

but also because of the transformations during the digestion process conditions its bioactive 

effects, as described in Ariza et al. (2018b). In this sense, Chen et al. (2016) found that wild 

raspberry extract produced a higher protective effect against acrylamide-induced cytotoxicity 

after digestion compared with to the raw fruits. In addition to the literature, this assay provides a 

clue indicating that a higher dosage not necessarily imply higher beneficial effect, and that the 

composition of the sample is more decisive instead. 
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Figure 6.1. Intracellular reactive oxygen species (ROS) accumulation in HepG2 cells determined by the Tali® 

Image-Based Cytometer. Cells were preincubated with the indicated fruit fractions (at 2 or 5µg/ml) and some of 

them were also stressed with AAPH for 24 h. Values are expressed as the mean ± SD of three independent 

experiments (n = 3). Columns belonging to the same set of data (A: bioavailable gastric fraction; B: bioavailable 

intestinal fraction) with different superscript letters are significantly different (p<0.05). CTL: cells without 

treatment; AAPH: cells incubated with AAPH; QUI: cells preincubated with bioavailable digestion extract from 

‘Marquis’; PRI: cells preincubated with bioavailable digestion extract from ‘Primoris’; QUI + AAPH: cells 

preincubated with ‘Marquis’ extract and then stressed with AAPH; PRI + AAPH: cells preincubated with ‘Primoris’ 

extract and then stressed with AAPH. 

 

Regarding the survival assay, significant differences (p<0.05) were found in the percentage 

of live and dead cells after treatment with the strawberry fractions (gastric or intestinal 

bioavailable extracts) compared to the control (Figure 6.2 A and B), with the exception of 

‘Marquis’ at 2µg/ml who showed no significative differences either in the percentage of live or 

death cells after application of both, the gastric and the intestinal treatment. In the gastric 
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fractions, the treatment with ‘Marquis’ at 5µg/ml and ‘Primoris’ at 2µg/ml and 5µg/ml produced 

a decrease in cell viability similar to the AAPH treatment. However, this effect was not observed 

in cells treated with intestinal fractions, where although cell survival decreased, it did not reach 

AAPH treatment values mainly due to differences in quantity and composition of both types of 

fractions. 

In previous studies had been already stated the differences in the antiproliferative 

properties of different whole berry fruits (Boivin et al., 2007), but in this assay, a treatment with 

a strawberry digested extract produced a different response in the viability of cells depending on 

the extract (bioavailable gastric or intestinal), the dosage, and the strawberry genotype. Thus, the 

administration of ‘Marquis’ (2µg/ml) did not show any pro-oxidant effect conducting to a rise in 

the cell death, contrarily to what observed for the 5µg/ml dose. Instead, the effect in cell viability 

observed in 'Primoris' (2 and 5µg/ml) could be due to toxic effect because of other kind of 

molecules, since their antioxidant capacity was lower than in 'Marquis' bioavailable extracts 

(Table 6.4). 
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Figure 6.2. Percentage of live, dead, and apoptotic HepG2 cells determined by the Tali® Image-Based Cytometer. 

Cells were preincubated with the indicated fruit fractions at two concentrations and some of them were also stressed 

with AAPH for 24 h. Values are expressed as the mean ± SD of three independent experiments (n = 3). Columns 

belonging to the same set of data (A: bioavailable gastric fraction; B: bioavailable intestinal fraction) with different 

superscript letters are significantly different (p<0.05). CTL: cells without treatment; AAPH: cells incubated with 

AAPH; QUI: cells preincubated with bioavailable digestion extract from ‘Marquis’; PRI: cells preincubated with 

bioavailable digestion extract from ‘Primoris’; QUI + AAPH: cells preincubated with ‘Marquis’ extract and then 

stressed with AAPH; PRI + AAPH: cells preincubated with ‘Primoris’ extract and then stressed with AAPH. 

 



6. Análisis intraespecífico de la biodisponibilidad y bioactividad de antioxidantes en distintas variedades de fresa 

81 

 

As expected, when the control cells were treated with the stressor agent AAPH, a lower 

level of live cells was observed, concomitantly with a higher level of dead cells. In this situation, 

when cells were treated with gastric extracts and AAPH, both varieties in both concentrations (2 

and 5µg/ml) reduced the number of dead cells with respect to the AAPH-stressed group and 

restored the percentage of live cells to values statistically similar to the control. As for the 

intestinal treatment, all the extracts counteracted the effect of the AAPH, and although the 

extracts of ‘Primoris’ produced a level of live cells higher than ‘Marquis’ and similar to the 

control situation, the percentage of live cells among varieties and concentrations did not shown 

significant differences. 

To date there was not enough information available about how the bioactivity could 

change among varieties. Overall, with all the results above described, ‘Marquis’ was the 

strawberry variety capable to counteract to a greater extend the cell oxidative damage caused by 

a chemical agent, as demonstrated by intracellular ROS accumulation and viability data.  

These results agreed to a higher extent with the total antioxidant capacity test than to their 

composition in phenolic compounds, leading to the possibility that the AC protocol after in vitro 

digestion (ACBD) could be used as an indicator of fruit wholesomeness. Generally, the various 

protective effects of different digested berry species have been widely demonstrated in the 

literature (neuroprotective, Tavares et al., 2012; scavenging activity, Chen et al., 2016; anti-

proliferative, Bermúdez-Soto et al., 2007b), but the responsible compounds of such effects still 

remain unclear. Some authors have attributed them to the anthocyanin group of compounds 

(Forbes-Hernández et al., 2016), or hydrolysable tannins (mainly ellagic acid; Chen et al., 2007); 

however, our results indicated that other antioxidant families must be also involved in the 

bioactivity, since the positive effects against the AAPH-induced stress were observed in 

‘Marquis’ respect to ‘Primoris’ and the amount of polyphenols (specifically anthocyanins and 

hydrolysable tannins) were lower. In this sense, more efforts should be done in the future in 

order to identify the main antioxidant contributors of each genotype to their bioactivity. 
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6.4. Conclusions 

The present study highlights that the genotype plays an important role in the composition 

of strawberry fruits, and thus, the varieties contain a different amount and profile of polyphenols. 

In addition, this diverse composition in antioxidants also results in a different antioxidant 

capacity among varieties. Since AC could be consider as an integrative parameter of the global 

antioxidant potential of a sample, it could reveal different healthy promoting properties. On the 

other hand, our data showed no correlation between AC and the anthocyanin or polyphenol 

content for the varieties, as indicated in the literature, possibly for a different contribution of 

each type of molecules to the AC in the varieties.  

The assessment of the healthy potential of a given variety imply the use of in vitro 

digestion processes capable of mimic the transformations of the antioxidants for the 

physiological conditions after the intake. In this sense, this process affected the varieties 

differently, so the antioxidant composition in the digested fractions and the raw fruits were not 

correlated. Besides, the different antioxidant groups were also affected by the digestion 

conditions to a different extent, as observed by the HPLC quantification, highlighting their 

transformation during this process.  

In this situation, the ACBD was not proportional to the ACRF, and thus, this method 

becomes necessarily for taking into account the transformations due to fruit digestion when 

assessing the healthy potential of a given variety. However, this ACBD could not be assigned to 

any of the main polyphenols described for the strawberry, so that more studies are needed to be 

able to attribute certain antioxidant capacity to a specific compound, specially when the 

contribution of the specific polyphenols to this capacity may be variable among varieties.  

When comparing the ability of the digested extracts in counteracting the oxidative damage 

in cells, varietal differences in their bioactivity were also found, which were more related to the 

ACBD data than to the composition in specific compounds of the extracts. These results 
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corroborate the employ of this parameter as a feasible and more realistic indicator of bioactivity 

for assessing the potential health benefits of different strawberry varieties. 

This study highlights that the diverse breeding programs ongoing are producing strawberry 

varieties with different quality attributes, and that those quality attributes result in different 

bioactivity and health-promoting benefits. In order to stablish its putative health benefits, each 

strawberry variety should be separately analyzed, and this purpose the in vitro digestion 

approach should be used for determining the ACBD parameter, since it seems to be a reliable 

indicator for wholesome fruits. 
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Bioaccessibility and potential bioavailability of phenolic compounds from 

achenes as a new target for strawberry breeding programs 

 

María Teresa Ariza, Patricia Reboredo-Rodríguez, Lucía Cervantes, Carmen Soria, Elsa 

Martínez-Ferri, Carmen González-Barreiro, Beatriz Cancho-Grande, Maurizio Battino, & Jesús 

Simal-Gándara 

 

 

Abstract 

Strawberry is a major natural source of bioactive compounds. Botanically, strawberry is an aggregate fruit 

consisting of a fleshy floral receptacle that bears a cluster of real dry fruits (achenes). Existing knowledge on the 

phenolic composition of achenes and their contribution to that of the whole fruit is limited. Also, the gastric and 

intestinal bioavailability of phenols is poorly understood. In this work, a combination of spectrophotometric and 

HPLC–DAD methods was used to analyse the phenolic composition of whole fruits and achenes before and after in 

vitro digestion. Five different phenol families were identified. Also, achenes were found to contribute a sizeable 

fraction of phenolic acids and hydrolysable tannins in the whole fruit. Because the mere presence of phenolic 

compounds in a food matrix does not ensure their ready absorption and bioavailability, polyphenol potential 

bioavailability could be an effective selection criterion for strawberry breeding programs aimed at improving dietary 

healthiness. 

 

Keywords: berry, dry fruit, antioxidants, in vitro digestion, health. 
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Strawberry and achenes hydroalcoholic extracts and their digested fractions 

efficiently counteract the AAPH-induced oxidative damage in HepG2 cells 

 

María Teresa Ariza, Tamara Y. Forbes-Hernández, Patricia Reboredo-Rodríguez, Sadia Afrin, 

Massimiliano Gasparrini, Lucia Cervantes, Carmen Soria, Elsa Martínez-Ferri, Maurizio Battino 

& Francesca Giampieri 

 

 

Abstract 

Strawberry fruits are very appreciated by consumers worldwide due to their bright red color, typical aroma and 

juicy texture. While the biological activity of the complete fruit has been widely studied, the potential beneficial 

effects of the achenes (commonly named seeds) remain unknown. In addition, when raw fruit and achenes are 

consumed, the digestion process could alter the release and absorption of their phytochemical compounds, 

compromising their bioactivity. In the present work we evaluated the protective effects against oxidative damage 

of non-digested and digested extracts from strawberry fruit and achenes in human hepatocellular carcinoma 

(HepG2) cells. For that purpose, cells were treated with different concentration of the extracts, prior to incubation 

with the stressor agent, AAPH (2,2'-Azobis(2-amidinopropane) dihydrochloride). Subsequently, intracellular 

accumulation of reactive oxygen species (ROS) and the percentage of live, dead and apoptotic cells were 

determined. Our results demonstrated that all the evaluated fractions were able to counteract the AAPH-induced 

damage, suggesting that also the achenes present biological activity. The positive effects of both, raw fruit and 

achenes were maintained after the in vitro digestion process. 

Keywords: Strawberry; achenes; in vitro digestion; reactive oxygen species; apoptosis; AAPH 
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Resumen de los resultados 

Los principales resultados obtenidos en esta tesis doctoral se exponen de acuerdo con los 

objetivos planteados en la misma. 

En relación al primer objetivo, se observó que los parámetros de calidad organoléptica y 

funcional de los frutos de distintas variedades de fresa se vieron afectados de forma distinta ante 

la variación inter- e intra- anuales de las condiciones ambientales (Cap. II), entre las que 

destacan la humedad relativa y las temperaturas medias y mínimas. Los parámetros 

organolépticos mostraron una mayor estabilidad inter-anual mientras que su variación a lo largo 

de la campaña fue mucho mayor, observándose lo contrario para los caracteres de calidad 

funcional. La variación ambiental no afectó a los parámetros de calidad de fruto por igual en 

todas las variedades. Así, 'Splendor' mostró una mayor estabilidad inter-anual en los parámetros 

organolépticos, mientras que 'Sabrina' y Candonga® mostraron gran estabilidad inter- e intra-

anual para los parámetros de calidad funcional, respectivamente. En las dos últimas variedades, 

la capacidad antioxidante fue elevada y más estable a lo largo de la campaña. 

A nivel micro-climático, la calidad de los frutos también se vio afectada por el nivel de 

exposición a la luz de los frutos individuales (Cap. III), que fue un 60% mayor en los frutos 

expuestos que en los no expuestos en todas las variedades evaluadas pese a su diferente 

arquitectura. La magnitud de la respuesta a las condiciones lumínicas, estimada como índice de 

plasticidad, fue dependiente del genotipo identificándose dos estrategias contrapuestas: un 

comportamiento plástico (i.e., calidad modulable por la luz) y un comportamiento conservador 

(i.e., calidad estable en distinto nivel de exposición a la luz), representado por ‘Fortuna’ y 

‘Sabrina’, respectivamente. 
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En relación al segundo objetivo, cuya metodológica se fundamenta en aproximaciones a la 

digestión in vitro, se puso de manifiesto la interferencia de los reactivos y la influencia del 

método de depuración en la cuantificación de los compuestos antioxidantes de los extractos 

digeridos (Cap. IV). Los métodos de depuración ensayados presentaron diferencias en el nivel de 

interferencia y en la recuperación de los antioxidantes de la muestra, recomendándose el uso de 

algodón hidrofílico (HC) o algodón + centrífugación (HC+ C) para lograr una mayor 

recuperación de la muestra.  

El análisis interespecífico de la biodisponibilidad de los compuestos antioxidantes en 

distintas especies de frutos rojos (Cap. V) puso de manifiesto que, además de la composición, la 

digestibilidad, es decir, la liberación y absorción de los compuestos de las matrices alimentarias 

tras su ingestión y digestión, difiere entre los distintos berries, lo que parece estar asociado a su 

distinto contenido en fibra dietética. Así, la digestibilidad de la fresa fue mayor que en el resto de 

los frutos rojos evaluados, resultando en un mayor potencial biosaludable. La capacidad 

antioxidante biodisponible (ACbd) se propone como un parámetro integrador para la estimación 

del potencial biosaludable, y como un indicador útil para comparar variedades de distintas 

especies de frutos rojos y para programas de mejora encaminados a la selección de variedades 

con propiedades beneficiosas para la salud. 

El análisis intraespecífico de la biodisponibilidad y bioactividad de los compuestos 

antioxidantes en distintas variedades de fresa (Cap. VI) puso de manifiesto el papel decisivo del 

genotipo. Dentro de cada variedad, la composición y cantidad de antioxidantes y AC difirió entre 

los frutos frescos y digeridos, y entre variedades, dicha variación no fue proporcional e incluso 

mostró un patrón contrapuesto como en el caso de ‘Primoris’ y ‘Marquis’. ‘Marquis’ presentó 

menor AC en fruto fresco y mayor ACbd que ‘Primoris’, y exhibió mayor capacidad para 

contrarrestar el daño oxidativo en cultivos celulares (i.e., mayor bioactividad). 
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La contribución de los distintos tejidos del fruto, aquenios y receptáculo, a la cantidad y 

capacidad antioxidante de los frutos de fresa (Cap. VII y VIII) no es proporcional a su 

representación relativa en el conjunto del fruto. Si bien los aquenios representan menos de un 1% 

del peso fresco total, la contribución de los mismos a la AC total del fruto fresco fue >17% y tras 

la digestión, más del 14% de la ACbd total del fruto estuvo asociada a los aquenios. La 

importancia de la contribución del aquenio a la AC y ACbd total del fruto se reflejó en una 

elevada capacidad de los extractos frescos y digeridos de aquenios para contrarrestar el daño 

oxidativo (i.e., bioactividad). 
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Conclusiones 

Tras el análisis de los resultados expuestos en este manuscrito, las principales conclusiones 

de la presente Tesis Doctoral se recogen a continuación:  

1. La variación en las condiciones climáticas durante el cultivo, especialmente humedad relativa 

y las temperaturas media y mínima, afecta a la estabilidad de los parámetros de calidad 

organoléptica y funcional de los frutos de fresa de un modo diferente en los genotipos 

considerados.  

2. Los caracteres organolépticos y funcionales mostraron un patrón de variación inter e intra- 

anual opuesto.  

3. Las variedades con mayor estabilidad inter- e intra-anual en caracteres funcionales fueron 

'Sabrina' y Candonga®, destacando su elevada capacidad antioxidante (AC) y señalando a este 

parámetro como herramienta para la selección varietal, y a estos dos genotipos como parentales 

interesantes en programas de mejora. 

4. El nivel de exposición de los frutos a la luz afecta a la calidad de los frutos de fresa de distinta 

manera en los genotipos estudiados, encontrándose dos tendencias contrapuestas: una tendencia 

“resiliente” o plástica representada por variedades cuya calidad varía dependiendo de la luz, 

como el caso de ‘Fortuna’, y otra tendencia “conservadora”, en la que la calidad de los frutos no 

varía ante diferentes niveles de exposición a la luz, representada por la variedad ‘Sabrina’. 

5. Los distintos reactivos utilizados en la simulación in vitro del proceso de digestión y el 

método de depuración de las fracciones interfieren en la cuantificación de antioxidantes y en su 

recuperación. 
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6. Para una cuantificación fehaciente de los antioxidantes de una muestra digerida de fresa debe 

anteponerse la recuperación de la misma a la eliminación de la interferencia de los reactivos, ya 

que es posible corregir ésta última a posteriori si se calcula la interferencia basal con una 

muestra control. Con esta premisa se recomienda el uso de algodón hidrofílico (HC) o algodón + 

centrifugación (HC+ C) para lograr una mayor recuperación de la muestra.  

7. El proceso de digestión in vitro afecta a la cantidad y tipo de compuestos antioxidantes 

biodisponibles, destacándose la capacidad antioxidante biodisponible (ACbd) como un parámetro 

integrador para estimar el potencial biosaludable de los frutos, de utilidad como indicador para 

comparar distintos genotipos y para la selección de variedades con propiedades beneficiosas para 

la salud en programas de mejora.  

8. La ACbd de distintas especies de frutos rojos depende, además de la cantidad y composición en 

antioxidantes, de su digestibilidad, es decir, la liberación y absorción de los compuestos de las 

matrices alimentarias tras su ingesta y digestión, que parece estar relacionado con su distinto 

contenido en fibra dietética.  

9. La cantidad y composición de antioxidantes de frutos frescos no se corresponde con su 

potencial biosaludable. En los berries estudiados, según la ACbd, la especie con mayor potencial 

biosaludable sería la fresa, seguida de arándano y finalmente frambuesa. 

10. A nivel intraespecífico, la diferente composición en antioxidantes y AC de los frutos frescos 

de las distintas variedades de fresa no se trasladaron necesariamente en diferencias 

proporcionales en su biodisponibilidad, señalando la necesidad de usar aproximaciones como la 

digestión in vitro para estimar el potencial biosaludable de las distintas variedades de fresa. 
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11. El parámetro ACbd presentó una relación directa con la bioactividad in vitro, reforzándose su 

uso como indicador para la evaluación de las propiedades biosaludables de las variedades de 

fresa en programas de mejora. 

12. La contribución de los aquenios, verdaderos frutos de la fresa, a la AC total del fruto tanto en 

fresco como tras la digestión es notable (>17 y 14%, respectivamente) considerando que 

representan menos del 1% del peso fresco total del fruto. 

13. Los extractos frescos y digeridos de aquenios presentan propiedades bioactivas y disminuyen 

el daño oxidativo in vitro comparables a la del receptáculo.  

14. Considerando el efecto beneficioso para la salud, se propone el empleo de los aquenios como 

un subproducto de la fresa interesante para la industria, encaminado a enriquecer alimentos en 

cuarta o quinta gama. 
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Effects of temperature and photoperiod on yield and chemical composition of northern and 

southern clones of bilberry (Vaccinium myrtillus L.). Journal of agricultural and food chemistry, 

60(42), 10406-10414.  

USDA, 2018. Food Composition Database. URL https://ndb.nal.usda.gov/ndb/foods/ Accessed 

18.11.2018. 

Valladares, F., Sánchez-Gómez, D., & Zavala, M.A. (2006). Quantitative estimation of phenotypic 

plasticity: bridging the gap between the evolutionary concept and its ecological applications. 

Journal of Ecology, 94, 1103–1116.  

Valladares, F., Arrieta, S., Aranda, I., Lorenzo, D., Tena, D., Sánchez-Gómez, D., Suarez, F., & Pardos, 

J.A. (2005). Shade tolerance, photoinhibition sensitivity and phenotypic plasticity of Ilex 

aquifolium in continental-Mediterranean sites. Tree Physiology. 25, 1041–1052.  

Valladares, F., Martinez-Ferri, E., Balaguer, L., Perez-Corona, M.E., & Manrique, E. (2000). Low leaf-

level response to light and nutrients in Mediterranean evergreeen oaks: a conservative resource-use 

strategy? New Phytologist, 148, 79–91.  

Van De Velde, F., Tarola, A.M., Güemes, D., & Pirovani, M.E. (2013). Bioactive compounds and 

antioxidant capacity of Camarosa and Selva strawberries (Fragaria x ananassa Duch.). Foods, 2, 

120–131. 

Van Dijk, C., Boeriu, C., Peter, F., Stolle-Smits, T. & Tijskens, L.M.M. (2006). The firmness of stored 

tomatoes (cv. Tradiro). 1. Kinetic and near infrared models to describe firmness and moisture loss. 

Journal of Food Engineering, 77(3), 575-584.  

Vicente, E., Giménez, G., Manzzioni, A., Vilaró, F., González, M., & Cabot, M. (2009). Strawberry 

Breeding in Uruguay. Acta Horticulturae, 842, 411-414.  

Viuda-Martos, M., Lucas-Gonzalez, R., Ballester-Costa, C., Pérez-Álvarez, J.A., Muñoz, L.A., & 

Fernández-López, J. (2018). Evaluation of protective effect of different dietary fibers on 

polyphenolic profile stability of maqui berry (Aristotelia chilensis (Molina) Stuntz) during in vitro 

gastrointestinal digestion. Food & Function, 9(1), 573–584.  

Walle, T., Browning, A.M., Steed, L.L., Reed, S.G., & Walle, U.K. (2005). Flavonoid glucosides are 

hydrolyzed and thus activated in the oral cavity in humans. The Journal of Nutrition, 135(1), 48-52.  

Wang, P., Mu, X., Du, J., Gao, Y.G., Bai, D., Jia, L., Zhang, J., Ren, H. & Xue, X. (2018). Flavonoid 

content and radical scavenging activity in fruits of Chinese dwarf cherry (Cerasus humilis) 

genotypes. Journal of Forestry Research, 29(1), 55–63.  

Wang, S.Y. (2011). Correlation of antioxidants and antioxidant enzymes to oxygen radical scavenging 

activities in berries. In G.D. Stoner, N.P. Seeram (Eds.), Berries and Cancer Prevention. New 

York: Springer-Verlag.  

Wang, S.Y., Chen, C.T., & Wang, C.Y. (2009). The influence of light and maturity on fruit quality and 

flavonoid content of red raspberries. Food Chemistry, 112, 676–684.  

Wang, S.Y., & Stretch, A.W. (2001). Antioxidant capacity in cranberry is influenced by cultivar and 

storage temperature. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 49(2), 969-974.  

Wang, S.Y., & Zheng, W. (2001). Effect of plant growth temperature on antioxidant capacity in 

strawberry. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 49(10), 4977-4982.  

Wang, S., & Camp M. (2000). Temperatures after bloom affect plant growth and fruit quality of 

strawberry. Scientia Horticulturae, 85(3), 183-99.  



11. Bibliografía 

122 
 

Watson, R., Wright, C. J., McBurney, T., Taylor, A.J., & Linforth, R.S.T. (2002). Influence of harvest 

date and light integral on the development of strawberry flavour compounds. Journal of 

Experimental Botany, 53, 2121–2129.  

Weatherspoon, D.D., Oehmke, J.F., Coleman, M.A., & Weatherspoon, L.J. (2014). Understanding 

consumer preferences for nutritious foods: Retailing strategies in a food desert. International Food 

and Agribusiness Management Review, 17, 61-82.  

Weh, K.M., Aiyer, H.S., Howell, A.B., & Kresty, L.A. (2016). Cranberry proanthocyanidins modulate 

reactive oxygen species in Barrett's and esophageal adenocarcinoma cell lines. Journal of Berry 

Research, 6, 125-136. 

Weijschedé, J., Martínková, J., Kroon, H.D., & Huber, H. (2006). Shade avoidance in Trifolium repens: 

costs and benefits of plasticity in petiole length and leaf size. New Phytologist, 172, 655-666.  

Willcox, J.K., Ash, S.L., & Catignani, G.L. (2004). Antioxidants and prevention of chronic disease. 

Critical reviews in Food Science and Nutrition, 44(4), 275-295. 

Williner, M.R., Pirovani, M.E., & Güemes, D.R. (2003). Ellagic acid content in strawberries of different 

cultivars and ripening stages. Journal of the Science of Food and Agriculture, 83(8), 842-845. 

Wolfe, K.L., & Liu, R.H. (2007). Cellular antioxidant activity (CAA) assay for assessing antioxidants, 

foods, and dietary supplements. Journal of agricultural and food chemistry, 55(22), 8896-8907. 

Wootton-Beard, P.C., Moran, A. & Ryan, L. (2011). Stability of the total antioxidant capacity and total 

polyphenol content of 23 commercially available vegetable juices before and after in vitro 

digestion measured by FRAP, DPPH, ABTS and Folin–Ciocalteu methods. Food Research 

International, 44(1), 217–224.  

Xue, H., Aziz, R.M., Sun, N., Cassady, J.M., Kamendulis, L.M., & Xu, Y. (2002). Inhibition of cellular 

transformation by berry extracts. Carcinogenesis, 22, 351–6. 

Yang, M., Hardin, R., Ogutu, S., Verghese, M., & Boateng, J. (2016). Preliminary analysis of in vitro 

digestion and bioactivity assessment of basil and ginger in human liver cancer cell line. Journal of 

Biological Sciences, 16, 202-214. 

Yoshida, Y., Koyama, N., & Tamura, H. (2002). Color and anthocyanin composition of strawberry fruit: 

Changes during fruit development and differences among cultivars, with special reference to the 

occurrence of pelargonidin 3-malonylglucoside. Journal of the Japanese Society for Horticultural 

Science, 71(3), 355–361. 

Yuliana, N.D., Khatib, A., Choi, Y.H., & Verpoorte, R. (2011). Metabolomics for bioactivity assessment 

of natural products. Phytotherapy Research, 25(2), 157–169. 

Zafra‐Stone, S., Yasmin, T., Bagchi, M., Chatterjee, A., Vinson, J.A., & Bagchi, D. (2007). Berry 

anthocyanins as novel antioxidants in human health and disease prevention. Molecular Nutrition & 

Food Research, 51(6), 675-683.  

Zeng, Z., Liu, C., Luo, S., Chen, J., & Gong, E. (2016). The profile and bioaccessibility of phenolic 

compounds in cereals influenced by improved extrusion cooking treatment. PloS One, 11(8), 

e0161086.  

Zhang, N., Lan, W., Wang, Q., Sun, X. & Xie, J. (2018). Antibacterial mechanism of Ginkgo biloba leaf 

extract when applied to Shewanella putrefaciens and Saprophytic staphylococcus. Aquaculture and 

Fisheries, 3(4), 163–169.  

Zhang, X., Allan, A.C., Yi, Q., Chen, L., Li, K., & Shu, Q. (2011). Differential gene expression analysis 

of Yunnan red pear, Pyrus pyrifolia, during fruit skin coloration. Plant Molecular Biology 29, 305–

314.  

Zoratti, L., Jaakola, L., Häggman, H., & Giongo, L. (2015a). Modification of sunlight radiation through 

colored photo-selective nets affects anthocyanin profile in Vaccinium spp. berries. PloS one, 10(8), 

e0135935.  



11. Bibliografía 

 123 
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