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Resumen

Uno de los efectos del cambio climatico es la disminucion de las precipitaciones y la disminucion
de recursos hidricos. En agricultura se ha generado la necesidad de buscar nuevas técnicas de
riego y aprovechamiento del agua que sean mas eficaces y eficientes, entre las que se
encuentran las estrategias de Riego Deficitario (RD). La clave de este tipo de practicas agrarias
consiste en la reduccion selectiva del agua de riego, hasta unos niveles por debajo de los
requerimientos hidricos de la planta, pero que no se comprometa ni la productividad de la
plantacién ni la supervivencia a largo plazo en el caso de los cultivos lefiosos. En este sentido se
pueden aplicar dos estrategias, diferenciadas por el momento de reduccién del agua de riego. El
riego deficitario sostenido (RDS) mantiene la reduccion del agua de riego a lo largo de todo el
ciclo fenoldgico de la planta, mientras que el riego deficitario controlado (RDC) consiste en la
aplicacién de un determinado nivel de estrés en aquellas etapas fenoldgicas que son menos
sensibles a la escasez de agua. En el caso del olivar se han establecido tres periodos fenoldgicos:
desde la floracién hasta el endurecimiento del hueso, el endurecimiento del hueso y la
maduracidn del fruto y acumulacién de aceite. La aplicacion de riego deficitario no solamente
puede comprometer la viabilidad del cultivo y la produccion final, ya que también puede afectar
de forma directa a la calidad del producto obtenido y sus derivados, como en el caso del aceite
de oliva. Este aspecto debe tenerse en cuenta a la hora de seleccionar qué estrategias de RD
permiten una reduccién de agua de riego con minimas pérdidas de produccién, al mismo tiempo
gue se mantiene, o incluso aumenta, la calidad del producto final. En sentido opuesto, se estan
llevando a cabo practicas agrarias con el objetivo de maximizar la produccién y la tecnificacién
de la produccion agraria, como el caso de los sistemas de cultivo de alta densidad o
superintensivos, que a su vez aumentan las necesidades de insumos y de recursos hidricos de

los cultivos.

Teniendo en cuenta estos escenarios y condicionantes, la hipdtesis de esta Tesis Doctoral es que
determinadas estrategias de riego deficitario pueden mantener e incluso mejor la calidad final
del aceite de oliva obtenida en condiciones de estrés hidrico en el olivar. De esta forma, los
objetivos de este trabajo de investigacidon han sido analizar el efecto en la calidad fisicoquimica
y sensorial de los aceites obtenidos bajo condiciones de riego deficitario, los cambios en los
perfiles volatiles y lipidicos, la actividad antioxidante y el contenido en compuestos polifendlicos,
ademads de indagar en la aceptacion que muestran los consumidores de los aceites que han sido
obtenidos mediante estrategias de RD frente a aquellos que han sido obtenidos en escenarios

sin restricciones hidricas.



Los resultados indicaron que la aplicaciéon de riego deficitario, tanto en su variante Sostenida
como en la variante Controlada generaron cambios en la calidad de los aceites obtenidos, desde
un punto de vista fisicoquimico y sensorial. Estos cambios se vieron reflejados en el estudio de
consumidores, donde los consumidores mostraron una mayor aceptacién por los aceites
hidroSOStenibles. Respecto a los perfiles quimicos, la aplicacién de riego deficitario generd
cambios tanto en los compuestos volatiles, donde aumentaron los compuestos relacionados con
aromas verdes, como en la proporcién de acidos grasos, desplazados hacia una composicién mas
saludable. En lo relativo a los compuestos fendlicos y su capacidad antioxidante también se

produjo un aumento, como respuesta al estrés abidtico generado al reducir el agua disponible.

De acuerdo con los resultados obtenidos se puede concluir que la aplicacion de riego deficitario
en olivar superintensivo no sélo favorece la conservacion de recursos hidricos en escenarios de
escasez de agua, sino que permite a su vez mejorar la calidad global de los aceites obtenidos, sin

afectar significativamente a la produccion.



Abstract

One of the effects of climate change is the decrease in rainfall and water resources. In agriculture,
this has created the need to seek new irrigation and water use techniques that are more effective
and efficient, such as Deficit Irrigation (DI) strategies. The key to these agricultural practices is
the selective reduction of irrigation water to levels below the plant's water requirements,
without compromising the productivity of the plantation or the long-term survival of woody

crops.

Two strategies can be applied, differentiated by the timing of the irrigation water reduction.
Sustained Deficit Irrigation (SDI) maintains the reduction of irrigation water throughout the
plant's entire phenological cycle, while Controlled Deficit Irrigation (CDI) involves applying a
certain level of stress during phenological stages that are less sensitive to water scarcity. In the
case of olive trees, three phenological periods have been established: from flowering to pit

hardening, pit hardening, and fruit ripening and oil accumulation.

The application of deficit irrigation can not only compromise the viability of the crop and final
production, but it can also directly affect the quality of the product obtained and its derivatives,
such as olive oil. This aspect must be considered when selecting which DI strategies allow for a
reduction in irrigation water with minimal production losses, while maintaining or even
increasing the quality of the final product. Conversely, agricultural practices are being carried out
with the aim of maximizing production and the technification of agricultural production, such as
high-density or super-intensive cultivation systems, which in turn increase the input and water

resource needs of the crops.

Given these scenarios and conditions, the hypothesis of this Doctoral Thesis is that certain deficit
irrigation strategies can maintain or even improve the final quality of olive oil obtained under
water stress conditions in olive groves. Thus, the objectives of this research work have been to
analyze the effect on the physicochemical and sensory quality of oils obtained under deficit
irrigation conditions, changes in volatile and lipid profiles, antioxidant activity, and polyphenolic
compound content, as well as to investigate consumer acceptance of oils obtained through DI

strategies compared to those obtained in scenarios without water restrictions.

The results indicated that the application of deficit irrigation, both in its Sustained and Controlled
variants, generated changes in the quality of the oils obtained, from a physicochemical and
sensory point of view. These changes were reflected in the consumer study, where consumers
showed greater acceptance of hydroSOStainable oils. Regarding chemical profiles, the

application of deficit irrigation generated changes in volatile compounds, where compounds

5



related to green aromas increased, as well as in the proportion of fatty acids, shifted towards a
healthier composition. In terms of phenolic compounds and their antioxidant capacity, there was

also an increase, as a response to the abiotic stress generated by reducing the available water.

According to the results obtained, it can be concluded that the application of deficit irrigation in
super-intensive olive groves not only favors the conservation of water resources in scenarios of
water scarcity but also improves the overall quality of the oils obtained, without significantly

affecting production.






1.1 Historia

El olivo (Olea europaea ssp.) es un cultivo de gran importancia histdrica en la cuenca
mediterranea. Las aceitunas se han utilizado como fuente de alimento y aceite durante

siglos, asi como en rituales y religiones (Diez et al., 2015)

El olivo, al ser una especie de polinizaciéon anemdfila, genera una gran cantidad de polen
(Cuevas y Polito, 2004). Por ello, se ha encontrado restos de los mismos a través de
diferentes estratos geoldgicos en la zona del Mediterraneo Sur, permitiendo asi realizar
estudios palinoldgicos. De esta forma se pueden encontrar evidencias de la presencia de
variedades silvestres de olivo en el yacimiento de Gesher Benot Ya’akov (Israel) durante
el Pleistoceno Medio (Goren-Inbar et al., 2000), asi como una disminucién de la cantidad
de polen, previsiblemente asociado a periodos glaciares o de sequia extrema. El estudio
de los registros palinoldgicos de diferentes regiones mediterrdneas parece indicar que el
cultivo del olivo se empezd a desarrollar en el sureste del mediterraneo cerca de 6500
afios antes de Cristo, aproximadamente 3000 afios antes que en las regiones mas al
Norte y las peninsulas Ibérica y Egea. Durante la Edad de Bronce tardia se produjo una
gran disminucion de la cantidad de polen de olivo, lo que indica otro cambio climatico
hacia climas secos, mientras que durante la Edad del Hierro se produjo otro aumento en

la cantidad de polen encontrado en los yacimientos (Litt et al., 2012).

La primera evidencia arqueoldgica de la produccién de aceite de oliva se encuentra en
el yacimiento de Kfar Samir (Israel), donde aparecieron miles de huesos de aceituna
triturados, datados entre el 7600 y el 7000 antes de Cristo (Barazani et al., 2023). Estos
registros, junto con los encontrados en Galilea en restos ceramicos, muestran el uso de
las aceitunas para la extraccién del aceite de oliva. La variabilidad de los huesos
encontrados indica que en esta época se recolectaban las aceitunas de los olivos

silvestres.

Las primeras evidencias de cultivo del olivar se encuentran en yacimientos del Calcolitico
alejados de las areas de distribucién natural del olivo (Langgut y Garfinkel, 2022), como
el yacimiento de Tel Tsaf (Israel). Estas evidencias se fundamentan en el aumento de la

homogeneidad de los huesos encontrados, asi como el aumento de las instalaciones de
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prensado y recipientes con restos de aceite indica una mayor importancia de este

producto en la sociedad del Antiguo Reino de Egipto.

Las plantaciones de olivos continuaron su expansién hacia el oeste, llegando a Sicilia,
Cerdefia, Italia, Francia, Espafia, Portugal, Argelia, Tunez y Marruecos. En general, se cree
que los fenicios importaron las aceitunas a Espafia y el norte de Africa alrededor del afio
1000 a. C. y los griegos importaron los olivos a Italia. Los primeros escritos agrondmicos
registrados pueden atribuirse a los romanos, y ciertamente la expansion y prosperidad
del Imperio Romano fue fundamental en la difusién de las plantaciones de olivos y de
las instalaciones de procesamiento de aceite en toda la cuenca mediterranea (Vossen,

2007).

El olivo se considera el darbol mas emblematico de la cuenca mediterrdnea. Hoy en dia,
se cultivan cientos de variedades de aceitunas para producir frutos de alta calidad para
aceite y consumo de mesa (Besnard et al., 2018). En Espafia, las variedades mas
representativas de aceituna de aptitud almazara, aquellas cuyos frutos son destinados
preferentemente a la obtencién de aceite, son picual, arbequina, hojiblanca vy

cornicabra, siendo su distribucion geografica muy heterogénea (MAPA, 2007).

1.2 Sistemas de cultivo

La modernizacion de la agricultura y los cambios progresivos en los sistemas de cultivo
han ido desarrolldndose progresivamente en el olivar, existiendo actualmente, tres

grandes sistemas de cultivo (Fernandez Escobar et al., 2013).
1.2.1 Olivar Tradicional

El olivar tradicional (llustracion 1) es el sistema predominante en muchas regiones
olivareras de Espafia, especialmente en Andalucia, Castilla-La Mancha y Extremadura. Se
caracteriza por su baja densidad de plantacién y métodos de cultivo adaptados a las
condiciones climaticas locales. Este sistema de plantacion tiene una baja densidad de
arboles, ya que cuenta con entre 70 y 120 olivos por hectdrea, con escasa mecanizacion.
Estos sistemas de plantacion favorecen el desarrollo de los olivos a lo largo del tiempo,

pudiendo encontrarse plantaciones centenarias. En funcién de la pendiente del terreno,
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este sistema de plantacion puede ser mecanizable, si es inferior al 20 %, o no
mecanizable. Respecto al tipo de riego, en este método de plantacién predomina el
secano, aunque puede estar adaptado a un sistema de regadio. Las ventajas de este
sistema de plantacién son la menor inversion inicial, una menor dependencia de insumos
agricolas como fertilizantes y agua de riego, y los drboles pueden presentar una mayor
longevidad, aunque es el sistema que menor productividad presenta por hectarea,
depende en mayor medida de las condiciones climaticas y necesita una mayor mano de

obra para su mantenimiento y recoleccion.

llustracion 1: olivar tradicional. Fuente: Revista Quercus

1.2.2 Olivar Intensivo

El olivar intensivo busca optimizar la produccién mediante una mayor densidad de
plantacién y el uso de tecnologia avanzada en el manejo agrondmico. En este sistema de
plantacién se pueden encontrar plantaciones con entre 200 y 500 arboles por hectarea,
con marcos de plantacidn reducidos a 7X5 metros, 7X7 metros o 8X4 metros (Ilustracién
2). En este sistema predomina el riego localizado por goteo, optimizando asi el uso de
agua y de fertilizantes. En estos sistemas la poda se realiza con el fin de permitir una
recoleccion mecanizada, empleando vibradores y mantones acoplados a tractores. Los
olivares intensivos presentan una mayor produccién por hectdrea de plantacién que el
sistema tradicional y una menor mano de obra, aunque requieren de una inversion inicial
superior, ademas de un control mas amplio en lo relativo a la gestién técnica de riego y
fertilizacidn. Este sistema de plantacién se empezé a popularizar a partir de los afios 70

en zonas con una mayor disponibilidad de agua.

INTRODUCCION | 10



Illustracion 2: Olivar intensivo. Fuente: Oleoestepa.com

1.2.3 Olivar Superintensivo

Este sistema moderno esta disefiado para la produccién en seto con alta densidad de
arboles y plena mecanizacidn. Los olivares en sistema superintensivo pueden estar
formados por entre 1500 y 2000 olivos por hectdrea, plantados en marcos muy
reducidos, en torno a 1,5X4 metros (llustracion 3). El método de recoleccion de este
sistema de plantacidn se realiza mediante cosechadoras que se desplazan por encima de
los setos. Las principales variedades adaptadas a estos sistemas de plantacién son
principalmente “Arbequina”, “Arbosana” y “Koroneiki”, aunque se estan desarrollando
nuevas especias mediante cruces selectivos (Rallo et al., 2018). Las ventajas de este
sistema de plantacidn residen en la rdpida entrada en produccién, una mayor eficiencia
en la recoleccién de los frutos, con menor cantidad de mano de obra y una reduccion de
los costes de mantenimiento. Por otro lado, este sistema presenta una mayor inversién
inicial, necesita de maquinaria y mano de obra mas especializada, asi como un manejo
agrondmico adaptado a las cosechadoras y una vida productiva de los olivos mas

reducida. Este sistema empezd a desarrollarse a principios de los afios 90.

INTRODUCCION | 11



Ademds de estos grupos, se pueden encontrar otras divisiones, como ecoldgico,
convencional, de montaiia, de secano o de regadio, aunque son adaptaciones y

modificaciones en funcién del terreno y disponibilidad de agua de riego.

Illustracion 3: olivar superintensivo. Fuente: Oleoestepa.com

1.3 Fenologia del cultivo y necesidades hidrica.

El olivo (Olea europaea) tiene un tronco con corteza acanalada, agrietada y de color
pardo-grisdceo. Sus ramas son delgadas y grisaceas, lloronas, erguidas o abiertas de
corteza lisa. Presenta hojas pequefas y suculentas en olivos jévenes, mientras que estas
se tornan alargadas y fusiformes en ejemplares adultos. Su inflorescencia es de tipo
panicula, con flores bisexuales, llegando a tener entre 18 y 25 flores, aproximadamente,
por inflorescencia. La corola estd formada por cuatro pétalos y dos estambres. El ciliz
esta formado por cuatro sépalos y el pistilo estd formado por un ovario supero con dos
carpelos. El fruto es de tipo drupa bicarpelar y carnoso, con una Unica semilla, y presenta

un tamafio de entre 0,5y 2 cm (en funcién de la variedad) (MAPA, 2008).

De acuerdo con el desarrollo del arbol, mediante el seguimiento de sus elementos

externos, se establecen los siguientes estados fenoldgicos del olivo:
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- Brotacion: Es la primera fase del ciclo fenolégico del olivo. Comienza al final del
invierno con la apariciéon de las yemas. Estas yemas pueden ser vegetativas o florales.

- Floracién: Ocurre entre abril y mayo, aunque puede variar segun la climatologia.

- Formacién y cuajado del fruto: ocurre tras la floracién, a partir de las flores
fecundadas (~2 %). Los frutos comienzan a consolidarse y aumentar de tamafio.
Ocurre a finales de primavera o principios de verano.

- Desarrollo del fruto: durante este periodo pueden distinguirse 3 fases fenolégicas
independientes:

o Fase 1: desde el inicio del desarrollo del fruto hasta el inicio del endurecimiento
del hueso (~10 semanas).

o Fase 2: endurecimiento del hueso, durante la cual no hay crecimiento del fruto
(~7 semanas).

o Fase 3: rehidratacién; engorde del fruto, acumulaciéon de aceite y maduracién
(~9-17 semanas).

- Envero: Es la fase en la que el fruto cambia de color, indicando el inicio de la
maduracion.

- Maduracién: Finalmente, el fruto alcanza su madurez y estad listo para la cosecha.

Ademads, se produce un mayor crecimiento de hojas entre los meses de marzo y
noviembre, coincidiendo con los estados fenoldgicos anteriores (Sanz-Cortés et

al., 2002).

Para conocer las necesidades hidricas del olivar se deben tener en cuenta diferentes
parametros, como la localizacién, las temperaturas, el estado fenoldgico, la densidad de
plantacién y el volumen de copa, entre otros. Estas necesidades hidricas van desde los
1500 a 3000 m? por hectdrea y afio y un olivar tradicional a mas de 5000 m3 por

hectdrea y afio en un olivar super intensivo(IVIA, 2022; Pastor, 2001).

1.4 Produccién y consumo de aceite de oliva

Actualmente en Espafia se dispone de mas de 100 variedades comerciales de aceitunas
(Junta de Andalucia, 2011). Algunas de estas variedades son autéctonas y se encuentran

localizadas en zonas pequefias, como la variedad “Gordal de Hellin”, que solo se
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encuentra en dicha region de Castilla-La Mancha, mientras que otras variedades como

la “Arbequina”, “Picual” o “Manzanilla” estdn ampliamente distribuidas por todo el pais.

Una de las variedades que mejor se ha adaptado al cultivo en superintensivo ha sido la
variedad Arbequina, ademds de presentar una mayor resistencia a nuevas condiciones
ambientales, con un sabor suave que es muy apreciado por los consumidores. Esta
variedad se caracteriza por su pequeno tamafo, precocidad, alto rendimiento en aceite,
buena calidad del mismo y otras caracteristicas agronémicas, como la flexibilidad de las

ramas y la facil abscision del fruto (Vidal et al., 2019).

En los ultimos anos, el sistema de cultivo del aceite de oliva estd sufriendo cambios,
desde los sistemas tradicionales de secano a los convencionales superintensivos, que
tienen altas necesidades de agua de riego (Guerrero-Casado et al., 2021). Los sistemas
superintensivos generan problemas ambientales, como la falta de diversidad debido a
que las variedades locales no estdn bien adaptadas a esta practica (Morgado et al.,
2020), o el aumento de la demanda de agua de riego (Rodriguez-Cohard et al., 2020). En
Espana, la regidon con mayor superficie de cultivo de olivo es Andalucia, que es una region
con un alto nivel de riesgo de desertificacion, debido a sus bajas precipitaciones y altas
temperaturas. Ademds, el aceite de oliva ha experimentado un gran aumento de
produccidn a nivel global debido al aumento de publicaciones y de informacion acerca
de lo beneficios saludables que genera su consumo cotidiano (Lombardo et al., 2018).
En el Grafico 1 se puede observar la evolucién de la produccién a nivel mundial. A lo
largo del tiempo la tendencia se dirige hacia un aumento de la produccidn, aunque se
pueden apreciar descensos y aumentos importantes entre la temporada de 2010-2011
y 2018-2019. Estos cambios pueden deberse a un proceso de veceria mas acusado de lo
normal. Tambien se puede observar como a partir de la temporada 2020-2021 se ha
producido otro descenso importante de la produccién, debido principalmente a los

efectos de la sequia continuada en la zona mediterranea.
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Gréfico 1: Evolucion de la produccién europea y mundial desde 1990. Los valores estan expresados en miles
de toneladas. Fuente: Consejo Oleicola Internacional (2024)

De acuerdo con los ultimos datos, las previsiones de consumo para la campafia
2024/2025 presentan a la UE como la region con mayor consumo a nivel mundial (43 %)
siendo Espafia e Italia los principales paises consumidores (Grafico 2) (COIl, 2025).
Respecto a los paises que no se encuentran dentro del Consejo Oleicola Internacional,
consumird el 33 % del aceite mundial, siendo Estados Unidos el mayor consumidor,
mientras que el resto de los paises que conforman dicho consejo consumiran el 24 %

restante.

Non I0C countries 33%

Other 10C countries 24%

Gréfico 2: consumo estimado para la campana 2024-2025. Fuente: Consejo Oleicola Internacional
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En el caso particular de Espafa, somos un pais eminentemente exportador produciendo
entre 100000 y 1 millén de toneladas mas de aceite de las que consume (Grafico 3). Se
puede apreciar que, en la Ultima campafia, la produccion se redujo en gran medida,
sobre todo por las condiciones climatoldgicas que se dieron en el sur de Espafia, la zona
con mayor produccion del pais. Otro aspecto que se puede analizar es la continuidad del
consumo en valores en torno a 500000 toneladas anuales, a excepcion del ultimo afio,
donde el consumo de aceite ha caido drasticamente. Esto puede deberse en gran parte

a la subida de precios generada por la diminucién de la produccién.
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Gréfico 3: produccién y consumo de aceite de oliva en Espana. Los valores estan expresados en miles de
toneladas. Fuente: Consejo Oleicola Internacional
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1.5 Legislacion y calidad

El Consejo Oleicola Internacional (llustracion 4), IOOC por sus siglas en inglés y COIl por
sus siglas en espafiol, es el organismo internacional encargado de legislar y controlar
todos los pardmetros de andlisis del aceite de oliva, tanto sensoriales como

organolépticos, que influyen a la hora de clasificar el aceite de oliva segun su calidad.

CONSEJO
OLEICOLA
INTERNACIONAL

| /74
llustracion 4: Logo Consejo Oleicola Internacional
Para la clasificacidon realizada por el Comité Oleicola Internacional (COI) se emplean
parametros fisico-quimicos (% de acidez expresada en acido oleico, indice de perdxidos,
expresado en miliequivalentes de oxigeno de perdxidos por Kg de aceite, y la
absorbancia en el espectro UV, entre otros) y organolépticos (sabor y olor, diferenciados
en defecto y frutado), (COI, 2024a). Hay que tener en cuenta que el analisis sensorial
oficial se debe realizar por un panel especializado en la cata de aceite y reconocido por

el COl. La clasificacion (Tabla 1) es la siguiente:

e Aceite de oliva virgen extra (AOVE): se trata del aceite de mejor calidad, obtenido
de aceitunas en buen estado, con buen sabor, sin defectos y acidez inferior a 0.8 %.

e Aceite de oliva virgen (AOV): inferior al AOVE, puede presentar defectos
organolépticos, una acidez maxima del 2 %.

e Aceite de oliva virgen corriente (AOVC): puede tener una acidez maxima de 3,3 %, y
su comercializacién no estd permitida en todos los paises.

e Aceite de oliva virgen lampante (AOVL): se trata de aceite no apto para consumo
humano, por lo que necesita un proceso de refinado. La acidez de esta categoria es
superior al 3,3 %.

e Aceite de oliva refinado (AOR): obtenido mediante el refinado de los aceites de oliva
virgenes por procesos que no modifiquen la estructura glicérica inicial, y deben tener
una acidez maxima de 0,3 %.

e Aceite de oliva (AO): se trata del aceite formado por la mezcla de aceite de oliva

refinado y aceite de oliva apto para el consumo, con una acidez maxima de 1 %.
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e Aceite de orujo de oliva: es el aceite extraido por tratamientos con disolventes u

otros procedimientos fisicos de los orujos obtenidos de la elaboracién de aceite en

las almazaras, a excepcién de procedimientos de reesterificacion y aceites de otra

naturaleza. Esta categoria se divide a su vez en tres grupos:

- Aceite de orujo de oliva crudo: destinado a refinado para consumo humano o a

usos técnicos.

- Aceite de orujo de oliva refinado, obtenido a partir del aceite anterior por

métodos que no modifiquen la estructura glicérica.

- Aceite de orujo de oliva, elaborado a partir de la mezcla de aceite de orujo de

oliva refinado y de aceite de oliva virgen apto para el consumo humano.

Tabla 1: Clasificacion comercial del aceite de oliva segtn su calidad (COIl, 2024a).

AOVE* AOV AOVC AOVL AOR AO Acelte. de orujo Acen?:e de (?TUJO de A'CEItE de'
de oliva crudo oliva refinado orujo de oliva
Caracteristicas
organolépticas
Olory sabor Aceptable Bueno Aceptable Bueno
Medianadel |\ o | 0cMe<3,5 | 3,5<Me<6,00 | Me>60
defecto
Mediana del Me >0 Me >0
frutado
Amarillo Claro, Amarillo Amarillo aamarillo | Claro, amarillo
Color
claro averde oscuro averde

Aspecto a 20°C P P P I
tras 24 horas Limpido Limpido Limpido Limpido
Acidez libre
% m/m expresada .
en 4cido oleico <08 <20 <33 >33 <03 <10 No limitada <03 <10
indice de
perdxidos
En  meq. de
oxigeno de No .
peroxidos/kg de <20 <20 $20 limitado S5 s15 No limitado S5 5
aceite
Absorbancia en
UV (K1%)lcm
270 nm <022 <0,25 <0,30 < 1,10 < 0,90 < 2,00 < 1,70
K232 <o,01 <o,01 <001 <0,16 <015 <0,20 <018

* AOVE: Aceite de Oliva Virgen Extra; AOV: Aceite de Oliva Virgen; AOVC: Aceite de Oliva Virgen Corriente; AOVL;
Aceite de Oliva Virgen Lampante; AOR: Aceite de Oliva Refinado; AO: Aceite de Oliva
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Uno de los aspectos mas importantes de la calidad del aceite de oliva es el aspecto
sensorial, ya que complementa a la calidad fisicoquimica. Por ello, el Consejo Oleicola
Internacional ha desarrollado una serie de normas relativas a cdmo se deben llevar a

cabo los analisis y el vocabulario empleado en las sesiones de cata, entre otros aspectos.

El vocabulario empleado por el COl para realizar una cata de aceite de oliva se encuentra
en dos normas especificas para el analisis sensorial (COI, 2005, 2024b), en las que

aparece un listado de atributos, tanto positivos como negativos.
Los principales atributos positivos empleados por el COI son los siguientes:

e Frutado: Conjunto de sensaciones olfativas caracteristicas del aceite que
depende de la variedad y recuerda a olivas frescas y sanas, maduras o inmaduras.

Se percibe directamente y a través de la parte posterior de la nariz.

e Amargo: sabor primario caracteristico amargo del aceite obtenido de aceitunas
verdes o aceitunas en el momento de viraje de color. Esta relacionado con el

estado fisioldgico de la oliva en el momento de la cosecha.

e Picante: Sensaciéon somatosensorial penetrante, caracteristica de los aceites
producidos al comienzo del afio de cosecha, principalmente de olivas que ain no
estan maduras. Se puede percibir en toda la cavidad bucal, particularmente en Ia

garganta una vez ingerido el aceite.

A partir del listado anterior de atributos, se pueden obtener atributos derivados, como
suavidad del aceite, que depende de los valores obtenidos en los parametros amargo y

picante.
Respecto a los principales atributos negativos, los mas comunes son los siguientes:

e Atrojado: flavor caracteristico de las olivas que no han sido molidas tras la
recogida, que han iniciado procesos de fermentacion anaerdbica. Este defecto
proviene del término “trojal”, que denominaba el lugar encargado, en la
elaboracion antigua y tradicional, de almacenar las olivas cosechadas antes de

ser molturadas, donde podian pasar largos periodos de tiempo.
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e Moho: flavor caracteristico de las olivas que han sido recogidas y almacenadas
en un ambiente humedo, propiciando el desarrollo y crecimiento de hongos y
levaduras. También se puede generar en olivas que han sido recogidas del suelo

y no han sido lavadas antes de ser molturadas.

e Borras: flavor caracteristico de los aceites que han estado un tiempo prolongado
en contacto con los lodos generados durante la decantacién. La aparicién de este
defecto se ha reducido en gran medida con el empleo de centrifugadoras,

obteniendo aceites con una menor cantidad de restos.
e Avinado o avinagrado: flavor que recuerda a vino o vinagre.
e Rancio: flavor caracteristico de los aceites con un grado elevado de oxidacidn.

Ademas de estos atributos negativos, también se pueden encontrar otros como el sabor

metalico, sabor a cocido o sabor a esparto.

Por otro lado, el COI recomienda el uso de escalas lineales, en las que se encuentran
agrupados los atributos negativos, seguidos de los atributos positivos, sin hacer
distinciones entre los atributos percibidos de forma olfativa o gustativa. Ademas de la
hoja de cata oficial, el director del panel puede elaborar otra para adaptarla a sus
necesidades. En este caso, todos los atributos siempre deben contar con una definicidn
clara, una serie de referencias, y en el caso de ser un atributo cuya valoracién dependa

de otros atributos, como la suavidad, se deben indicar los rangos establecidos.

El proceso de cata del aceite se debe realizar en una sala de catas normalizada segun la
norma COI (2007). La sala debe estar correctamente iluminada, contar con cabinas para
aislar a los panelistas unos de otros, idénticas entre si y capaces de aislar a los panelistas
por delante y por los lados, para evitar influencias cruzadas entre ellos. Ademas, debe

contar con asientos cémodos y regulables.

Las muestras se deben servir a una temperatura de 28 2C, por lo que es recomendable
el empleo de elementos calefactores calibrados a dicha temperatura en el caso de servir
varias muestras de forma simultanea. Cuando se va a realizar un analisis sensorial de
mas de una muestra, se le debe dar al panelista la instruccién de realizar un “Reposo”,

un tiempo de espera entre muestra y muestra, de aproximadamente 1 minuto, y realizar
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un “Limpiado” empleando un producto neutro distinto al catado con la finalidad de
eliminar los restos de una muestra que puedan interferir en el resultado de la muestra
siguiente. En el caso del aceite de oliva, es recomendable el empleo para este fin de

manzanas, cortadas en medios gajos y sumergidos en agua para evitar que se oxide.

Las muestras deben servirse en copas de cristal con unas caracteristicas especificas
definidas en la norma COI (2020), con una forma y medidas determinadas. Una de las
caracteristicas mas llamativas en la copa de cata de aceite de oliva es su color, que
tradicionalmente ha sido azul oscuro y que recientemente se ha aceptado el empleo de
copas de color granate. El uso de vidrio de estos colores se debe principalmente por su
poder de ocultar el color del aceite, ya que puede influir en la decision del panelista,
teniendo en cuenta que el color no es un pardmetro de calidad del aceite de oliva, puesto
gue es dependiente de muchos factores, como el grado de madurez de la oliva o la

variedad de la misma.

Por otro lado, los tres pardmetros fisicoquimicos mds importantes son el indice de
peroxidos, el indice de acidez y diferentes mediciones en el espectro ultravioleta,

denominados como parametros o valores K

La determinacion del grado o indice de acidez libre del aceite, expresada en % de acido
oleico, se llevd a cabo siguiendo el protocolo establecido por el Consejo Oleicola
Internacional (COIl, 2017a). Este parametro indica la cantidad de 4cidos grasos libres que
hay presentes en el aceite, y esta relacionado con el proceso de extraccidn del aceite

(Ledn Mendoza et al., 2021).

El indice de perdxidos, parametro de calidad relacionado con la presencia de aceitunas
dafiadas, una oxidacidn inicial (Grossi et al., 2015) y/o proceso de extraccidon del aceite
incorrecto (Kamikata et al., 2019), estd recogido en otra normativa elaborada por el

Consejo Oleicola Internacional (COI, 2017b).

El protocolo para analizar los coeficientes de extincidn ultravioleta (K232, K270 y AK)
estan recogidos en la normativa elaborada por el Consejo Oleicola Internacional (COlI,
2019). Estos coeficientes estan relacionados con los compuestos que se producen

durante las oxidaciones de los aceites (da Silveira et al., 2017).
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1.6 Propiedades saludables

El consumo de aceite de oliva, y en especial el aceite de oliva virgen extra, estan
relacionados con un efecto positivo en la salud de los consumidores. Uno de los efectos
positivos que tiene su consumo estd relacionado con las enfermedades cardiovasculares,
observando un descenso de riesgo de sufrir este tipo de eventos médicos, asi como la
mortalidad de los mismos (Guasch-Ferré et al., 2014). Diversos proyectos como
CORDIOPREV han evaluado el efecto que tiene la dieta mediterrdnea, en la que el aceite
de oliva tiene un papel fundamental como aporte de grasas y energia, en la salud de las
personas, observando que su consumo favorece la disminucidon de los niveles de
colesterol LDL en sangre, aumentando los niveles de colesterol HDL (Delgado-Lista et al.,

2022).

Otro campo de estudio relativo a los efectos del consumo de aceite de oliva en la salud
estd relacionado con la reduccién de riesgo de padecer diversos tipos de cancer, entre
los que destacan el de colon, mama y prdstata. Markellos et al. (2022) llevé a cabo una
revision de la informacion disponible en publicaciones cientificas y observd que los
grupos de estudio con una mayor ingesta de aceite de oliva, y en especial de aceite de
oliva virgen extra, presentaron un menor riesgo de padecer cancer de mama, en
comparacién con aquellos grupos que tenian en la dieta menores niveles de aceite de

oliva.

Respecto al cancer colorrectal, se han encontrado evidencias que sefialan la
transformacion de diversos compuestos del aceite de oliva en metabolitos con actividad
quimioprotector (Borzi et al., 2019). Uno de los compuestos responsables de la actividad
antiinflamatoria del aceite de oliva es el oleocantal, capaz de inhibir enzimas que
participan en la sintesis de prostaglandinas, que pueden ser empleadas como
marcadores oncolégicos (Beauchamp et al., 2005). Por otro lado, el consumo de aceite
de oliva tiene un impacto directo en la microbiota intestinal, favoreciendo el desarrollo

de bifidobacterias (Carmela et al., 2018).

Otro aspecto que relaciona el consumo de aceite de oliva virgen extra con la prevencién
del cancer es el contenido en polifenoles, entre los que destacan el hidroxitirosol, el

tirosol y la oleuropeina (Fabiani, 2016), debido principalmente a su actividad
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antioxidante y antiinflamatoria. La oleuropeina, perteneciente al grupo de los
secoiridoides presenta ademads una actividad inhibidora del crecimiento de diferentes
cepas de bacterias, hongos y virus, asi como también reduce la agregacién plaquetaria,

disminuyendo el riesgo de generacion de trombos (Benavente-Garcia et al., 2000).

Ademas, el aceite de oliva virgen extra, incluido en la dieta mediterrdnea, contribuye a
la reduccion de la presién arterial, debido principalmente a su alto contenido en acidos

grasos mono insaturados (Perona y Botham, 2013).

1.7 Sostenibilidad

El calentamiento global, acelerado por la accién humana, estd generando graves
problemas relacionados con los recursos hidricos, por lo que se estan desarrollando
diferentes planes y proyectos enfocados en la optimizacion del uso del agua, tanto en
agricultura como en otras actividades humanas (Estrela, 2023). Al mismo tiempo, se estd
generando un aumento de la exigencia de la poblacién para realizar cambios en el
consumo de recursos naturales, en especial en el agua. La agricultura es una de las
actividades humanas en las que se tiene la percepcidon que se produce un mayor
consumo de recursos hidricos (FAO, 2019). Por ello, se estan desarrollando nuevas
estrategias agricolas basadas en la reduccién del agua de riego pero sin reducir la
produccion ni la calidad, como el uso de cubiertas vegetales (Bacelar et al., 2007; Gomez
et al., 2009; Torres et al., 2013), el riego de precisidn (Arbizu-Milagro et al., 2022) y/o la
aplicacién de riego deficitario (MAPA, 2024). Diferentes planes de investigacién emplean
el riego deficitario en diferentes cultivos de regadio, como almendros, pistachos y olivos
(Lipan et al., 2019; Noguera-Artiaga et al., 2018; Sanchez-Rodriguez et al., 2019) entre
otros. En este sentido, se han desarrollado diferentes estrategias de manejo agricola
para reducir el volumen de agua de riego necesaria, pero sin comprometer la produccién
de aceite, como el riego deficitario sostenido (RDS), que se basa en una restriccidon
hidrica uniforme durante el ciclo de producciéon de los olivos, y el riego deficitario
controlado (RDC), en el que la restriccion hidrica solo se aplica en los periodos
fenoldgicos menos susceptibles, como el endurecimiento del hueso en el caso de los

olivos (Cano-Lamadrid et al., 2015). Estas técnicas de riego requieren de instalaciones
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precisas de control del riego, asi como del conocimiento de los diferentes parametros
sobre los que se puede aplicar la reduccion del agua de riego, como los coeficientes de
evapotranspiracion (Corell et al., 2019). De esta manera, desde la produccién agricola se
contribuye a tratar de alcanzar el objetivo n? 12 (“Produccién y consumo responsable”)

de los Objetivos de Desarrollo sostenible de las Naciones Unidas (United-Nations, 2015).

De hecho, el grupo de Calidad y Seguridad Alimentaria del Departamento de Tecnologia
Agroalimentaria de la Universidad Miguel Hernandez de Elche ha creado una marca,
HydroSOS Foods (llustracion 5), con la intencién de generar un distintivo a aquellos
productores que, mediante el riego deficitario, consigan realizar una produccién
ecosostenible. Ademas, dicha marca implica un aspecto distintivo frente a la
competencia, ya que permite acreditar algunas caracteristicas funcionales y sensoriales
de los productos, logrando que el consumidor esté dispuesto a pagar un precio mas

elevado por estos (Noguera-Artiaga Luis; Lipan Leontina, 2016).

nioRoS0STenBLE  HYDROSOSTRINABLE

Ilustracion 5: Logo marca HydroSOS
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El objetivo general de la Tesis Doctoral consiste en comprobar el efecto que tienen
diferentes tratamientos de riego deficitario en la calidad del aceite de oliva, su

composicion y en la apreciacién de los consumidores.
A su vez, para lograr el objetivo principal se han planteado 3 objetivos especificos:

e Objetivo especifico 1: Analizar el efecto del riego deficitario en los parametros

oficiales de calidad del aceite de oliva.

e Objetivo especifico 2: Analizar el efecto del riego deficitario en la composicién

del aceite de oliva.

e Objetivo especifico 3: Analizar el efecto del riego deficitario en la aceptacion por

parte del consumidor.
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3.1 Diseno experimental 1

El ensayo agrondmico experimental se llevé a cabo en olivos de 13 afios de edad (var.
Arbequina) cultivados bajo practicas de agricultura convencional y alta densidad (4,0 x
1,5 m), en una finca localizada en el término municipal de Carmona, Sevilla (37,49 °N,

-5,67 °0, Sevilla, Espafia). El ensayo se desarrollé en los afios 2018 y 2019.

Se distribuyeron aleatoriamente cuatro tratamientos de riego en bloques (llustracién 6)
con 60 arboles por parcela. Las aceitunas se cosecharon mecanicamente cuando
presentaban un indice de madurez de 1,9 (Barranco Navero et al., 2017); la cosechadora
(New Holland Braud Olive) recolectd selectivamente muestras para cada tratamiento
(linea central de cada parcela) y vacid las aceitunas cosechadas en bolsas individuales;
después, las muestras se limpiaron manualmente y se prepararon para la produccién del

aceite de oliva.

El aceite de oliva se obtuvo utilizando un molino de aceite modelo Frantoino Bio (Toscana
Enologica Mori, Florencia, Italia) a 40-50 kg h™1, con un sistema de extraccién de aceite
en dos fases. En total, se limpiaron 100 kg de muestras de aceitunas, se molieron (T < 28

°C, 20 min) con 1 % (p:p) de talco y 2 % (v:v) de agua.

Con objeto de poder realizar un seguimiento del estado fisioldgico del cultivo durante la
campana de riego, se realizaron medidas puntuales del potencial hidrico del tallo al
medio dia (W:alo), €n 4 arboles por tratamiento, empleando una camara de presion (PMS
Instrument Company, Albany, OR, EE. UU.). Se calculé la integral de estrés hidrico (SI)
(Ecuacion 1) para describir el efecto acumulativo de las estrategias de riego deficitario,
desde el inicio del endurecimiento del hueso hasta la cosecha (19 de junio—14 de octubre

en 2018 (117 dias) y 14 de junio—24 de octubre en 2019 (132 dias).
Sl =% [Wrao - (-0.2)] x n Ecuacién 1

donde S/ es la integral de estrés, Wi, es el potencial hidrico del tallo al mediodia

promedio para cualquier intervalo y n es el nimero de dias en el intervalo.
Los tratamientos de riego estudiados fueron los siguientes:

e Control (TO): condiciones de riego completo (Corell et al., 2022).
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e RDI (T1): los arboles no tuvieron restriccién de agua durante las fases | y Il (el
inicio del crecimiento del fruto del olivo y la maduracién del fruto con
acumulacién de aceite, respectivamente), mientras que se aplicé riego regulado
en la fase Il (endurecimiento del hueso), con una reduccidn de agua del 37 % y
54 % en las temporadas 2018 y 2019, respectivamente.

e Confederacion RDI (T2): mismas condiciones establecidas en T1 (riego deficitario
aplicado en la fase Il), pero con una restriccion de agua establecida por la
donacién de la confederacién hidrografica del Guadalquivir (67 % de reduccion
de agua en 2018 y 72 % de reduccién de agua en 2019).

e Confederacion SDI (T3): riego deficitario sostenido con las mismas restricciones

de agua que T2, pero durante todo el ciclo del olivo.

] — (] 10
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Ilustracion 6: distribucidn de los tratamientos de riego.
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3.2 Diseno experimental 2

El ensayo agrondmico experimental se llevd a cabo en la finca comercial “La
Matilla”(Carmona, Sevilla, Espafia: 37.4 °N, -5.7 °0). Los arboles se encuentran bajo un
marco de alta densidad (4,0 x 1,5 m), perteneciendo a dos variedades comerciales (cvs.
Arbequinay Arbosana), tipicas de sistemas de plantacidn en alta densidad. Se estudiaron
un total de 60 arboles, organizados en 3 lineas (30 m), para cada uno de los tres

tratamientos evaluados.

El sistema de riego era por goteo, de manera que el tratamiento control se establecié de
manera independiente y el agua se suministrd segun las necesidades hidricas calculadas.
Al igual que en el Experimento 1, se realizd un seguimiento del estado hidrico del cultivo
mediante el desarrollo de medidas discretas de potencial hidrico de tallo al mediodia,
con una determinacion semanal mediante cdmara de presién tipo Scholander (PMS

Instrument Company, Albany, OR, EE. UU.).
Se aplicaron dos tratamientos de riego:

e Riego convencional (T0): condiciones de riego completo (Corell et al., 2022).

e Tratamiento de riego hydroSOS (T2): condiciones de riego no limitadas durante
la etapa | (inicio del desarrollo del fruto) y lll (rehidratacién), mientras que se
aplicd riego deficitario controlado (RDI) durante la etapa Il de endurecimiento del

hueso (~70 % de reducciéon con respecto al TO).

3.3 Parametros de Calidad

Se analizaron la acidez libre (% de &cido oleico), el valor de perdxidos (meq O; kg™ de
aceite) y los coeficientes de extincién ultravioleta (UV) (indices K232, K270 y AK) siguiendo
el procedimiento descrito por el Reglamento de la Comisién de la Unidén Europea
2568/91 y las decisiones del Consejo Oleicola Internacional(COI, 2017a, 2017b, 2019).
Los indices de absorcion UV se determinaron en un espectrofotdmetro UV-visible
(modelo Helios Gamma, UVG 1002E; Helios, Cambridge, Reino Unido), utilizando

ciclohexano y una cubeta de cuarzo de 10 mm.
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3.4 Determinacion de la Actividad Antioxidante y compuestos fendlicos

El extracto utilizado para la cuantificacién del contenido fenélico total (TPC) y la actividad
antioxidante (AA) se preparé como se describié anteriormente por Tuberoso et al. (2007)
con algunas modificaciones. En resumen, se mezclaron 3 g de aceite de oliva con 5 mL
de metanol/agua (80/20, v/v). La mezcla se agitd durante 2 minutos y la fase hidrofilica
se filtré con un filtro de acetato de celulosa GD/X de 0,45 um (Sartorius, Madrid, Espafia).
Este procedimiento se repitiéd dos veces con las fases lipofilicas, y todos los extractos
hidrofilicos se evaporaron en un rotavapor a 35 °C. Finalmente, el residuo se disolvié en

1,5 mL de metanol.

La actividad antioxidante [ABTS+e (acido azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) y
DPPHe (2,2-difenil-1-pirilhidrazilo)] se llevd a cabo de acuerdo con los métodos descritos
por Re et al. (1999) y Brand-Williams et al. (1995), respectivamente. La disminucién de
la absorbancia se midid a 734 nm (ABTS+e) y 515 nm (DPPHe) utilizando un
espectrofotometro UV-visible (Helios Gamma, UVG 1002E; Helios, Cambridge, Reino
Unido). Los andlisis se realizaron por triplicado y los resultados se expresaron como

mmol de Trolox eq L™ de aceite de oliva.

El contenido fendlico total (TPC) se cuantificod utilizando el reactivo de Folin-Ciocalteu
segln Gao et al. (2000). La absorcion se midid a 760 nm utilizando un espectrofotémetro
UV-visible (Helios Gamma, UVG 1002E; Helios, Cambridge, Reino Unido). El analisis se
realizé por triplicado y los resultados se expresaron como mg de equivalentes de acido

galico (GAE) L™! de aceite de oliva.

3.5 Perfil de Acidos Grasos

El perfil de acidos grasos se determind siguiendo la norma 1SO-12966-2 y utilizando
C13:0 (0,04 mg mL™) como patrén interno para la posterior cuantificacion. Después de
la extraccidn y metilacion, para la separacién y cuantificacidn, se utilizd un cromatdgrafo
de gases (GC) Shimadzu GC-2030 acoplado a un detector de ionizacién de llama (FID) y
un inyector automatico AOC-20i. Se utilizd helio como gas portador a una velocidad de

flujo lineal de 28,4 cm s™.

MATERIALES Y METODOS | 31



T1=([14:0]+[16:0]+[18:0])/[0.5x5 MUF A+0.5x3 PUFA(n-6)+3x5 PUF A(n-3)+(n-3)/(n-6)]

El FID utilizd hidrégeno y aire, con flujos de 35 mL min™t y 350 mL min’},
respectivamente. El sistema GC utilizé una columna capilar Supelco SP®-2380 (longitud
de 60 m; didmetro interno de 0,25 mm; y un espesor de pelicula interna de 0,20 um).
Las temperaturas del inyector y del detector fueron de 250 y 260 °C, respectivamente, y
se utilizé un split de 1:20. La temperatura del horno comenzé a 70 °C y aumentd hasta

250 °C con incrementos de 3 °C min~1.

Los acidos grasos metilicos se identificaron comparando los tiempos de retencién con
los estandares FAME Supelco MIX-37 (Supelco Company, Bellefonte, PA, EE. UU.). Los
resultados se calcularon como porcentaje de cada dcido graso en el perfil total de acidos

grasos.

Ademas, se calcularon el indice aterogénico (Al) (Ecuacidn 2) y el indice trombogénico
(T1) (Ecuacién 3) de acuerdo con la metodologia descrita previamente por Sanchez-

Rodriguez et al. (2019):

Al=(4x[14:0]+[16:0]) / [SPUFA (n-3)+SPUFA (n-6)+SMUFA] Ecuacién 2

donde [14:0], [16:0] y [18:0] son los contenidos (%) de los acidos miristico, palmitico y
estearico, respectivamente; y MUFA y PUFA son los contenidos de acidos grasos

monoinsaturados y poliinsaturados, respectivamente.

3.6 Perfil de Compuestos Volatiles

Los compuestos volatiles se extrajeron mediante microextraccién en fase sélida en el
espacio de cabeza (HS-SPME). El analisis se realizé seglin Sanchez-Rodriguez et al. (2020)
con algunas modificaciones. En resumen, se afiadieron 10 mL de aceite de oliva a un vial
de vidrio de 15 mL con 10 pL de acetato de bencilo como patrén interno (1000 mg L™2)
utilizando una fibra de 50/30 um DVB/CAR/PDMS (Supelco Company, Bellefonte, PA, EE.

UU.). Los viales se mantuvieron en un bafio de agua controlado a 40 °C durante 60 min
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(10 min de equilibrio previo y 50 min para la extracciéon de compuestos volatiles) con
agitacién continua (500 rpm) en un agitador magnético (IKA C-MAG HS 4, IKA-Werke
GmbH & Co. KG, Staufen, Alemania). Finalizada la extraccion, la fibra se inserté en el
inyector a 250 °C durante 3 min para desorber directamente los compuestos volatiles en

el equipo cromatografico.

Se utilizd un cromatdgrafo de gases Shimadzu GC-2030 acoplado a un espectrémetro de
masas (ShimadzuTQ8040 NX, Shimadzu Corporation, Kioto, Japdn) para la separacién e
identificacion de los compuestos volatiles. Para separar los compuestos volatiles, se
utilizé una columna SLB-5 MS (Teknokroma, Barcelona, Espafa) (longitud de 30 m;
didmetro interno de 0,25 mm; y, espesor de pelicula interno de 0. um), utilizando Helio

como gas portador a 0,6 mL s™* (splitless).

Las temperaturas del inyector y del detector fueron de 230 y 300 °C, respectivamente.
El programa del horno fue el siguiente: temperatura inicial 40 °C durante 3 min; tasa de

5 °C min~! hasta 100 °C; y tasa de 3 °C min~! hasta 300 °C, mantenida durante 3 min.

Para identificar los compuestos volatiles, el cromatograma se analizé utilizando el
software GCMS Postrun Analysis (Shimadzu Corporation, Kioto, Japon) y los compuestos
individuales se identificaron mediante tres métodos: (i) espectro de masas (compuesto
quimico original y coleccion de las bibliotecas de espectros Wiley 229 y NIST 14); (ii)
indice de retencién de estandares (RI); y (iii) indices de retencién calculados utilizando
la mezcla de alcanos de C7 a C16 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemania). El indice de
retencidn experimental se compard con el indice de la literatura obtenido del Instituto

Nacional de Estandares y Tecnologia (NIST).

3.7 Analisis Sensorial Descriptivo

El analisis sensorial descriptivo se llevd a cabo utilizando el panel entrenado del grupo
de investigacion de Calidad y Seguridad Alimentaria (CSA) de la Universidad Miguel
Hernandez de Elche. Este panel entrenado estaba formado por 8 panelistas (4 hombres
y 4 mujeres, de edades comprendidas entre 25 y 50 aifios) con mas de 1000 horas de
entrenamiento en analisis sensorial, especificamente en vegetales y frutas. Adema3s, los
panelistas recibieron un entrenamiento especial en andlisis sensorial de aceite de oliva
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durante 2 dias, utilizando muestras estandar proporcionadas por el Consejo Oleicola

Internacional (COI).

Se realizaron cuatro sesiones, una sesién por cada tratamiento de riego, siguiendo la
normativa europea n°® 2568/91. Los descriptores utilizados fueron los definidos por el
COIl para clasificar los aceites de oliva en diferentes categorias comerciales y se
clasificaron en dos grupos: (i) atributos positivos (afrutado, amargo, picante, floral,
herbal, tomate, astringencia y picante) y (ii) atributos negativos (moho, atrojado vy

rancio).

Las muestras de aceite en estudio se presentaron en copas oficiales de vidrio azul a 28
C, codificadas con numeros de tres digitos, y se sirvieron a los panelistas en un orden

aleatorio generado por el software RedJade (RedJade Sensory Solutions, LLC).

3.8 Estudio de Consumidores

Se realizd un estudio de consumidores en la Universidad de Sevilla con 96 consumidores
de aceite de oliva; el Unico requisito de reclutamiento era el consumo de este producto
al menos tres veces por semana. El cuestionario fue virtual, utilizando el software
RedJade. Este software también se utilizé para crear el modelo de servicio aleatorio y
balanceado, recopilar informacion y realizar el procesado de datos. Cada consumidor
evalud todas las muestras de aceite de oliva en estudio, cada una codificada con

numeros de tres digitos, escogidos de forma aleatoria.
El cuestionario se desarrollé en tres partes:

- Aceptacion global, respondiendo a la pregunta de ¢écuanto te gusta el
descriptor...?: olor del aceite de oliva, sabor del aceite de oliva, color, afrutado,
amargo, picante, retrogusto y puntuacion global). Se emplearon escalas de 9
puntos en las que 1 = me disgusta muchisimo y 9 = me gusta muchisimo).

- Intensidad, mediante escalas Just About Right (JAR) de 9 puntos, donde 1 = poca
intensidad, 9 = intensidad elevada y 5 = intensidad justa, para cada uno de los

atributos mencionados anteriormente.
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- Preferencia, con preguntas CATA (Check All That Apply) para saber qué atributos
consideraba el consumidor mas importantes para decidir si un aceite de oliva en
particular era de calidad. Ademas, todos los participantes tuvieron una pregunta

de respuesta obligatoria sobre preferencia e intencidon de compra.

3.9 Analisis estadistico

Los datos obtenidos en esta Tesis Doctoral son los valores medios de (al menos) 3
repeticiones. Para la obtencién de estos se realizd un analisis de varianza de dos vias
(ANOVA) y una prueba de rangos multiples de Tukey para hacer una comparacion de las
medias obtenidas. Las diferencias se consideraron estadisticamente significativas en p
<0,05. Todos los andlisis estadisticos se llevaron a cabo empleando el software XLSTAT

(version 2014.1).
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4.1 Relacion entre la reduccidon de agua de riego, el estrés hidrico y produccion

En la Figura 1 se muestra la evapotranspiracion de referencia diaria (ETo) del cultivo y la
precipitacién diaria para las temporadas 2018 y 2019 (Disefio experimental 1). En la
temporada 2018, las ultimas lluvias de primavera se produjeron a finales de mayo (dia
del afio, DQY, 146) vy las lluvias de otofio comenzaron el DOY 284 (11 de octubre). En la
temporada 2019, el periodo seco fue mas largo, del 24 de abril al 19 de octubre (DOY
116 y 292, respectivamente). En las dos temporadas analizadas se pueden observar
comportamientos similares en los valores de evapotranspiracion, alcanzando los valores

maximos en julio y agosto.

10 50

ETo (mm)
Rain (mm)

100 200 300 100 200 300

DOY

Figura 1: Valores de evapotranspiracion de referencia (ETO, puntos) y precipitacion diaria (barras verticales) a lo
largo de las temporadas 2018y 2019. Datos obtenidos de la Estacion Meteoroldgica de Villanueva de Rio y Minas

El estado hidrico del cultivo, analizado a través del potencial minimo del tallo (Minyraiio)
y las integrales de estrés (Sl), tanto en las fases fenoldgicas Il y Il (endurecimiento del
hueso y maduracion y acumulacion de aceite, respectivamente), el agua aplicada en cada
tratamiento (AW) y la produccién de aceitunas se resumen en la Tabla 2. En 2019 se
aplicé una ldmina mayor de agua de riego para satisfacer las necesidades del tratamiento
control que en 2018, siendo los tratamientos 2 y 3 en los que se empled una menor

cantidad de agua en los dos afios analizados. Los valores del potencial minimo del tallo

RESULTADOS Y DISCUSION | 37



se correlacionan negativamente con el volumen de agua aplicada, por lo que los valores

mas bajos de Minytalio S€ observaron en los olivos T2 y T3.

Tabla 2: Efecto de la campana y del tratamiento de riego sobre el potencial hidrico del tallo, la integral del
estrés hidrico, el agua aplicada y la produccion de aceite de oliva.

Factor Min a0 Sl total Sl Fase Il Sl Fase lll AW Aceite
(MPa) (MPadia) (MPadia?!) (MPadia®) (Lm? (Kgha?)
ANOVA'
Temporada N.S. N.S. N.S. N.S. * %k N.S.
Riego * %k * % * % * % * %k %k N.S.
Temporada x Riego *k ** ** *k *Ex N.S.
Test de Rangos Miuiltiples de Tukey?
Temporada
2018 -3,35 76,0 54,6 16,9 304 2198
2019 -3,47 103 71,9 30,2 4842 2025
Riego
To -1,882 9,53 ¢ 9,25¢ 0,17° 753 2 2192
T -2,942b 46,3 b¢ 43,24 bc 2,09 b 390° 2162
T -4,96 ¢ 1792 1272 48,82 221¢ 2035
Ts -3,87 b¢ 1233 73,2 2 43,92 212°¢ 2056
Temporada x Riego
2018 x To -2,2172b 18,4° 18,2 ° 0,00° 5330 2348
2018 x Ty -2,74 3bc 40,7 ° 38,7 0,48 ° 3349 2169
2018 x T -4,71 bc 14020 104 @b 30,0 173¢ 2240
2018 x T3 -3,75 2b¢ 105 0 57,6 b 37,1 175 2034
2019 x T -1,542 0,681° 0,338° 0,34° 9722 2037
2019 x Ty -3,15 abc 51,8 47,820 3,70° 446° 2154
2019 x T, -5,21°¢ 2192 1512 66,02 2699% 1831
2019 x T3 -3,99 abc 14120 88,9 2P 50,7 2489 2077

N.S.= no significativo a p < 0,05, ** y *** significativos a p < 0,01 y p < 0,007; *Los valores seguidos de la misma
letra, dentro de la misma columna y factor, no fueron significativamente diferentes (p < 0,05), segun la prueba
de diferencia minima significativa de Tukey.

La integral de estrés hidrico no se vio afectada por la temporada de analisis, pero si varié
entre los diferentes tratamientos, siendo la aplicacion de riego deficitario controlado,
reduciendo el aporte hidrico Unicamente en la fase ll, el tratamiento que generé un valor

superior.

Respecto a la reduccién del agua empleada, la mayor reduccién del agua de riego se
produjo en los tratamientos T2 y T3, con valores cercanos al 70 % en comparacién con
el agua empleada en el tratamiento control durante las tres etapas fenoldgicas del

desarrollo de la oliva.
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4.2 Efectos en los pardmetros oficiales de calidad del aceite de oliva

Todas las muestras analizadas en las dos temporadas de estudio de la primera

publicacidn, al igual que las analizadas para la segunda publicacién, fueron clasificadas

como aceite de oliva virgen extra segun la Clasificacién Comercial Oficial establecida por

el Consejo Oleicola Internacional (COIl, 2024a).

Analizando mas detenidamente cada uno de los pardmetros, si se pueden observar

diferencias entre los tratamientos. En lo relativo al indice de perdxidos, se produjo un

aumento significativo entre la temporada 2018 y 2019 (Tabla 3), aunque en ambos casos

se mantuvo por debajo del umbral establecido en 20 meq 02 kg " por el Consejo Oleicola

Internacional. En ambas temporadas los valores se redujeron cuando se aplicé riego

deficitario, independientemente del tipo o intensidad.

Tabla 3: Parametros oficiales de calidad establecidos por el Consejo Oleicola Internacional a lo largo de dos

campanas productivas.

Factor indice de peréxidos indice de acidez Koas Kono Ak Clasificacién
(meq O2kg ™) (% acido oleico) Comercial
ANOVA’
Temporada Hokk N.S. N.S. *okk N.S.
Riego k¥ k¥ ** N.S. N.S.
Temporada x Riego *kx *Ekx N.S. *okx N.S.
Test de Rangos Muiltiples de Tukey”
Temporada
2018 8,21° 0,240 1,80 0,086° 0,004 AOVE*
2019 12,0° 0,214 1,76 0,127@ 0,002 AOVE
Riego
To 12,6° 0,317° 2,00° 0,101 0,002 AOVE
T1 9,73" 0,207° 1,78 0,101 0,004 AOVE
T, 8,74" 0,192° 1,66° 0,111 0,004 AOVE
Ts 9,34" 0,191° 1,69 0,113 0,002 AOVE
Temporada x Riego
2018 x T 11,8 0,417° 1,96 0,082¢ 0,004 AOVE
2018 x Ty 8,15 P¢ 0,206 ° 1,96 0,086 ° 0,003 AOVE
2018 x T, 5,87 ¢ 0,187° 1,57 0,088 0,004 AOVE
2018 x T3 7,02 be 0,150° 1,72 0,089 °¢ 0,004 AOVE
2019 x T 13,42 0,218° 2,04 0,1202 0,001 AOVE
2019 x T, 11,3 2 0,208 © 1,61  0,1162 0,004 AOVE
2019 x T, 11,6 0,197 ° 1,75 0,1342 0,004 AOVE
2019 x T; 11,7 0,232° 1,66 0,137@ 0,000 AOVE

tN.S.= no significativo a p < 0,05, ** y *** significativos a p p < 0,01 y p < 0,001; *Valores seguidos de la misma
letra, dentro de la misma columna y factor, no fueron significativamente diferentes (p < 0,05), segun la prueba
de diferencia minima significativa de Tukey. *AOVE = Aceite de Oliva Virgen Extra.
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Respecto a la acidez, volvid a ser superior en el caso de los aceites con tratamiento
control, y un comportamiento similar se puede apreciar al analizar los resultados de los

pardmetros K.

Otro aspecto muy importante en la calidad de los aceites es el analisis sensorial. En la
primera publicacion (Tabla 4) sélo se analizaron los pardmetros que el Consejo Oleicola
Internacional marca como obligatorios (frutado, amargo y picante o pungente), ademas

de un computo global de defectos (COI, 2005).

Tabla 4: Perfil sensorial segun los parametros de calidad establecidos por el Consejo Oleicola Internacional

Clasificacion

Factor Frutado Amargo Pungente/picante Total defectos Comercial
ANOVA'

Temporada kK N.S. *kk N.S.
Riego %k k %k %k %k k NS
Temporada x Riego *okx *k *okx N.S.

Test de Rangos muiltiples de Tukey*
Temporada
2018 4,1° 1,9 1,1° 0,0 AOVE*
2019 5,82 2,2 3,1° 0,0 AOVE
Riego
To 4,0° 1,4° 1,2° 0,0 AOVE
T1 4,6° 2,1° 2,02 0,0 AOVE
T, 55°% 2,32 2,72 0,0 AOVE
T3 57?2 2,52 2,52 0,0 AOVE
Temporada x Riego
2018 x To 3,24 1,2° 0,4¢ 0,0 AOVE
2018 x Ty 4,2 2,02 1,4 0,0 AOVE
2018 x T 4,1 1,9 1,3« 0,0 AOVE
2018 x T3 5,1 b 2,7° 1,4 < 0,0 AOVE
2019 x T 4,9¢ 1,5 2,0¢ 0,0 AOVE
2019 x T, 5,1 b 2,3%® 2,5 ke 0,0 AOVE
2019 x T, 7,0° 2,6° 4,2° 0,0 AOVE
2019 x T3 6,3 2,2 3,5 0,0 AOVE

'N.S.= no significativo a p < 0,05, ** y *** significativos a p < 0,01 y p < 0,007, *Los valores seguidos de la misma
letra, dentro de la misma columna y factor, no fueron significativamente diferentes (p < 0,05) segun la prueba
de diferencia minima significativa de Tukey. *AOVE = Aceite de Oliva Virgen Extra.

En todos los casos, los aceites fueron clasificados como Aceite de Oliva Virgen Extra.
Comparando las dos primeras temporadas de forma global, los aceites del segundo afio

obtuvieron un valor de frutado y picante superior al obtenido en el primer afio.
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Analizando los tratamientos, los aceites aumentan los valores en los atributos positivos
cuando se reduce la cantidad de riego aportada, a diferencia de lo que aprecié
Stefanoudaki et al. (2009), pero siguiendo la tendencia de Sanchez-Rodriguez et al.

(2020).

Respecto a los parametros fisicoquimicos oficiales, en la segunda publicacién uno de los
aceites obtenidos tras aplicar riego deficitario presenté un mayor indice de perdxidos
que el aceite control y el otro aceite HydroSOS (Tabla 5). Respecto a la acidez libre, el
tratamiento control mostré un mayor valor frente a los dos tratamientos de riego
deficitario aunque, al igual que en el resto de pardmetros, se situan por debajo de

maximo establecido.

Tabla 5: Parametros oficiales de calidad de los aceites de oliva analizados en la segunda publicacion

e, o Koot ey e
indice de acidez (% 4cido oleico) * 0,485 * 0,212° 0,281° <0,8
indice de peréxidos (meq 0,Kg™) * 13,67 ° 16,462 13,40° <20
K232 * 1,28" 1,453 2,062 <2,5
K270 N.S. 0,066 0,066 0,046 <0,22
AK N.S. -0,012 0,003 0,006 <0,01
Clasificacién Comercial AOVE AOVE AOVE AOVE

"N.S. no significativo a p > 0,05. *significativo a p < 0,05. * Valores seguidos de la misma letra, dentro de la misma
fila y factor, no fueron significativamente diferentes, segun la prueba de menor significacion de Tukey. *Los
aceites HydroSOS son obtenidos tras aplicar riego deficitario. **Los valores COI son los establecidos como
maximos para un Aceite de oliva Virgen Extra (AOVE) por el Consejo Oleicola Internacional.

Al mismo tiempo, 6 de los 11 atributos positivos analizados en el segundo ensayo
presentaron una diferencia significativa (Tabla 6). El aceite de la variedad Arbequina y
riego deficitario presenté un frutado menor, y, junto al aceite de la variedad Arbosana
en riego deficitario, un amargor reducido, al tiempo que presentaban un valor mas alto

en el atributo “tomate”.
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Tabla 6: Perfil sensorial de los aceites analizados en la segunda publicacion

iboseotal oW e ey e
Frutado * ¥ 3,82 30° 3,8°
Madurez: verde * % 4,92 5,0° 34°
Madurez: maduro * 51° 50° 6,6
Floral N.S. 0,1 0,2 0,1
Verde (alcachofa) N.S. 0,4 0,1 0,2
Verde (herbaceo) N.S. 0,2 0,2 0,1
Verde (pimiento) N.S. 0,2 0,9 0,1
Tomate * 0,5° 1,1°2 1,42
Amargo * ¥ 1,42 0,5° 0,5°
Astringente N.S. 0,1 0,1 0,1
Pungente, picante * 1,0° 1,5°2 1,92
Oxidado N.S. 0 0 0,1
Rancio N.S. 0 0 0
Atrojado N.S. 0 0 0
Moho N.S. 0 0 0
Borras N.S. 0 0 0
Clasificacién comercial AOVE AOVE AOVE

"N.S. no significativo a p > 0,05. *y ** significativos a p < 0,05 y 0,01, respectivamente. * Los valores seguidos de
la misma letra, dentro de la misma fila, no fueron significativamente diferentes, segun la prueba de menor
significacion de Tukey. *Los aceites HydroSOS son obtenidos tras aplicar riego deficitario.

Este Gltimo aceite fue caracterizado como mas “maduro”, es decir, los panelistas lo
reconocieron como un aceite elaborado con aceitunas mas maduras. Respecto a los
defectos, los panelistas apreciaron levemente el defecto “oxidado” en la muestra de
aceite de la variedad Arbosana, pero al realizar la mediana de todos los valores, el
resultado determinaba que no existian defectos, por lo que podria ser calificado como
Aceite de Oliva Virgen Extra. Otros estudios (Sdnchez-Rodriguez et al., 2020; Sastre et
al., 2023) determinaron que el riego deficitario no generaba cambios en el perfil
sensorial, por lo que estas diferencias pueden deberse a factores como el momento de
cosecha de las aceitunas, la intensidad de los riegos deficitarios aplicados o el momento

fenoldgico de la aplicacidn de la restriccién de agua.
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Por tanto, y de forma global, la aplicacidon no altera la clasificacion comercial de los
aceites y, por lo tanto, la calidad de los aceites se mantiene, como también determiné
Gomez del Campo y Garcia (2013), aplicando diferentes tratamientos de riego en otra

zona geografica de Espafia.

4.3 Actividad antioxidante y contenido fendlico

Respecto a la actividad antioxidante (Tabla 7), se produjo una diferencia significativa en
los valores medios de cada temporada, siendo superior los valores obtenidos en la
temporada 2019 frente a la temporada 2018, aunque el riego no generd diferencias

generales.

Tabla 7: Actividad Antioxidante y contenido fendlico total en los aceites de oliva a lo largo de dos temporadas

Factor TPC ABTS DPPH
(mg GAE L?) (mmol Trolox eq L?) (mmol Trolox eq L?)
ANOVA'
Temporada *ok *ok *
Riego ** N.S. N.S.
Temporada x Riego ok *k *
Test de Rangos muiltiples de Tukey*

Temporada
2018 86,1° 0,262° 0,179°
2019 749" 0,439° 0,289°
Riego
To 53,7° 0,325 0,233
T 77,02 0,404 0,223
T, 92,9° 0,337 0,201
Ts 98,5° 0,337 0,279
Temporada x Riego
2018 x T 59,02 0,198° 0,089 °
2018 x T 90,4 2° 0,341°%° 0,193 %
2018 x T, 91,92 0,220° 0,196 *
2018 x T 103° 0,289 2 0,239 %
2019 x Ty 48,5° 0,452 0,377°
2019 x T, 63,6 ° 0,467 @ 0,254 *
2019 x T, 93,92 0,454 @ 0,206 *
2019 x T3 93,7 % 0,384 * 0,319

'N.S.= no significativo a p < 0,05, *y ** significativos a p < 0,05y p <0,01;*Los valores seguidos de la misma letra,
dentro de la misma columna y factor, no fueron significativamente diferentes (p < 0,05), segun la prueba de
Tukey. TPC: Contenido total de fenoles. GAE: equivalentes de acido galico.
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En cambio, ademas de presentar diferencias significativas entre las temporadas, el
contenido total de polifenoles tambien se vio afectado por la aplicacion de riego
deficitario. En ambas temporadas el tratamiento control generd un menor contenido de
compuestos fendlicos (59,0 mg GAE L't en 2018 y 48,5 mg GAE L* en 2019) frente a los
tratamientos con una reduccion de agua mas intensa, cuyos valores se acercaron a los
100 mg GAE L. Este aumento de contenidos fendlicos se debe principalmente a que son
generados por la planta al ser sometida a estrés, en este caso hidrico (Sena-Moreno et
al.,, 2018). Por otro lado, autores como Dag et al. (2015) determinaron que un
tratamiento que plantee una reduccién del agua de riego de forma excesiva puede
generar el efecto contrario al deseado, disminuyendo asi la cantidad de compuestos

fendlicos libres.

En la segunda publicacién (Tabla 8) y en linea con los resultados obtenidos en el trabajo
anterior, la aplicacién de riego deficitario aumenté significativamente la actividad
antioxidante segun el método ABTS* y el contenido de compuestos fendlicos de la
variedad Arbequina, mientras que la variedad Arbosana obtuvo valores similares a la
variedad Arbequina que no habia sufrido riego deficitario. Estos valores coinciden con
los obtenidos por otros autores al emplear riegos deficitarios con las mismas variedades

(Shavakhi et al., 2021).

Por tanto, el contenido fenélico y la actividad antioxidante de los aceites puede verse
influenciada por las condiciones climaticas de la temporada y por el manejo agrondmico

y practicas agricolas como el riego deficitario (Allalout et al., 2009; Zhang et al., 2022).

Tabla 8: Actividad Antioxidante y Contenido fendlico total

ANOVA * Arbequina Arbequina Arbosana
Convencional (T;) HydroSOS (T2)* HydroSOS (T>)
ABTS* (mmol Trolox L?) ok 0,273 Y* 0,402 2 0,275°"
DPPH* (mmol Trolox L?) *k 0,407 2° 0,515° 0,347°
TPC (mg GAE L) *k 90,3° 1112 76,1°

** significativo a p <0,01. *Valores seguidos de la misma letra, dentro de la misma fila, no fueron
significativamente diferentes, segtn la prueba de Tukey. TPC: Contenido total de fenoles. GAE: equivalentes de
acido galico. *Los aceites HydroSOS son obtenidos tras aplicar riego deficitario.
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4.4 Perfil volatil

Un total de 18 compuestos volatiles fueron detectados y cuantificados en el primer
ensayo (Tabla 9). En linea con lo sugerido por otros autores (da Silva et al., 2012; Servili
y Montedoro, 2002), los perfiles volatiles presentaron una ligera variabilidad entre los
diferentes tratamientos, ya que solo ocho presentaron leves diferencias significativas. El
compuesto mayoritario fue el trans-2-hexanal, siendo superiores tanto en el tratamiento
control como en el tratamiento deficitario sostenido. Este compuesto esta relacionado

con los aromas verdes y florales (Sanchez-Rodriguez et al., 2019).

Tabla 9: Perfil de compuestos volatiles (mg 100 mL™" de aceite) obtenido en dos temporadas y riego deficitario

TR Tratamiento de riego
Compuesto . .y IRep” [IRw¥ ANOVA®
(min) To T1 T2 Ts
Etanol 2263 419 427  *** 13853  710b  716b 787P
Acido Acético 3383 680 660 N.S. 3,14 3,65 3,83 1,96
3-Pentanona 4381 737 703 N.S. 1,35 1,35 0,77 1,05
Acido propanoico 4677 750 745 N.S. 0,11 0,33 0,83 1,05
Hexanal 6.688 831 826 N.S. 4,45 3,43 3,65 3,33
trans-2-Hexenal 8903 904 854 *kk 91672 70,69° 56,08° 96,282
trans-2-Hexen-1-ol 9.157 910 887 N.S. 47,22 47,46 38,06 43,98
4,8-Dimetil-1,7-nonadieno  12.998 1000 - N.S. 1,67 1,72 1,70 2,54
Benzaldehido 13.893 1017 961 % 2,05° 8142 147P 130P
3-Hexen-1-ol acetato 14.579 1031 1009 N.S. 9,47 3,47 11,77 15,53
Hexil acetato 14.806 1035 997 o 3,54° 035¢ 233 4772
Acido hexanoico 15.571 1050 1010 N.S. 1,03 0,43 0,63 0,38
trans-R-Ocimeno 16.005 1058 1050 ¥k 0,56 ° 2,192 061P o064P
Bencil alcohol 18.621 1109 1046 * 2,662 0,15° 2,152 099"
1-Octanol 18.967 1115 1068  N.S. 0,47 0,28 0,26 0,06
Acetofenona 19.628 1127 1065 *% 027° 4852 043P 025P
Acido benzoico 27.670 1269 1210 ** 3,892  1,04® 3672 250°
Acido nonanoico 31.899 1354 1303 N.S. 1,24 1,98 1,98 1,05
Total Hox 1882  159°  137°  186?

" N.S.= no significativo a p < 0,05, % **y *** significativos a p < 0,05, p < 0,01y p <0,0017; *Los valores seguidos de
la misma letra, dentro de la misma fila, no fueron significativamente diferentes (p < 0,05), segun la prueba de
diferencia minima significativa de Tukey. *TR = tiempo de retencién; IRe» = indice de retencidn experimental,
IR.i: = indice de retencion de la literatura.
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Otro compuesto relacionado con dichos aromas es el trans-2-hexen-1-ol, aunque este
compuesto no mostré una variacion en su concentracién al aplicar tratamientos de
déficit hidrico. Estos compuestos han sido detallados por otros autores como los mas
presentes en diferentes aceites de oliva, y especialmente en aquellos que son virgen
extra (Garrido-Delgado et al., 2015). Otro compuesto importante en el aroma de los
aceites es el hexil acetato, cuya menor concentracién se encontré en el tratamiento de
riego deficitario controlado aplicado en la segunda fase fenoldgica del olivo (T1). Este
compuesto estd asociado a aromas frutales, como la pera, platano o manzana (Oliver-

Pozo et al., 2015).

En cuanto a los compuestos volatiles encontrados en el segundo estudio de la Tesis
Doctoral (Tabla 10), once compuestos fueron identificados y cuantificados, siendo cuatro
de ellos afectados por el tratamiento de riego aplicado. El aceite empleado como
tratamiento control, de la variedad Arbequina, obtuvo una concentracién menor de
compuestos voldtiles (1305 mg 100 ml?' de aceite) mientras que los dos aceites

resultantes del tratamiento de riego deficitario presentaron concentraciones similares.

Tabla 10: Composicion volatil de los aceites analizados en la segunda publicacion

Arbequina  Arbequina Arbosana
Compuesto Descriptor sensorial ANOVA ' Convencional HydroSOS HydroSOS
(To) (T2)* (T2)
Hexanal Manzana verde ok 51,59 ¢ 102 ®° 1162
trans-2-Hexenal Almendra amarga, * 332° 339° 369
fruta verde
trans-2-Hexen-1-ol Césped, amargo * 164" 1992 202°
astringente,
1-Hexanol Frutal ok 576° 6882 695 2
2,4-Hexadienal Fresco, verde, floral N.S. 1,78 1,89 1,68
Acido Hexanoico Dulce, rancio, acido N.S. 1,03 0,59 0,72
cis-3-Hexen-1-ol acetato  Verde, frutal N.S. 125 119 122
Hexil acetato verde, manzana, N.S. 35,4 35,05 33,3
frutal
Limoneno Citrico N.S. 9,06 8,88 11,86
Nonanal Nuez, citrico N.S. 8,01 8,93 8,37
Etil dodecanoato Cera, floral, frutal N.S. 0,29 0,23 0,19
TOTAL * 1305 P 150132 15592

"N.S. no significativo a p >0,05. *y ** significativos a p < 0,05y 0,01, respectivamente. * Los valores seguidos de la misma
letra, dentro de la misma fila y factor, no fueron significativamente diferentes, segun la prueba de minima significacion
de Tukey. *Los aceites HydroSOS son obtenidos tras aplicar riego deficitario. Expresado en mg 100 ml” de aceite.
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El estudio llevado a cabo por Bubola et al. (2022) determind que los diferentes sistemas
de riego pueden afectar a la composicidn volatil de los aceites, en este caso elaborados
en Croacia. En este caso, el compuesto mayoritario en los tres aceites fue el 1-hexanol.
Los siguientes compuestos mas abundantes fueron el trans-2-hexenal, trans-2-hexen-1-
ol y cis-2-hexen-1-ol acetato, asociados al componente frutado de los aceites de oliva

virgen extra (Luna et al., 2006).

4.5 Perfil lipidico

En el primer articulo publicado de la tesis, se detectaron y cuantificaron un total de
quince acidos grasos en los aceites de oliva analizados (Tabla 11). El acido graso
mayoritario fue el acido oleico, con un porcentaje medio total de todos los tratamientos

de cada temporada de 49,6 % y 44,1 % para los anos 2018 y 2019, respectivamente.

Dicho porcentaje fue sensiblemente inferior al esperado y reportado por otros autores
(Ahumada-Orellana et al., 2018; Gdmez del Campo y Garcia, 2013), aunque otros autores
encontraron valores similares para la variedad Arbequina (Hernandez et al., 2018). La
concentracién de este acido graso se ve influenciada por la reduccién de agua de riego,
siendo el tratamiento de riego deficitario sostenido el que generd un mayor contenido.
El segundo dacido graso mas abundante en las muestras fue el acido palmitico, con
valores entre el 14 % y el 19 % el total de acidos grasos detectados, mientras que el tercer
acido graso mas abundante fue el acido linoleico, con valores medios entre el 11 % y el

17,5 %.
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Tabla11: Perfil lipidico del aceite de oliva Arbequina bajo riego deficitario durante 2 temporadas

Factor C14:0 Cl16:0 Cl6:1 Cl6:1 cl17:0 c17:1cis ¢18:0 c18:1cis9 c18:1cis11 <¢18:2cis6 ¢c20:0 ¢c20:1n9 c18:3n3 c22:0 ¢c20:4n6 Total
ANOVA'
Temporada - o o - . . . . . . . . . . . .
Riego N.S. N.S. N.S. *okx Hokx *okx N.S. Hokx N.S. *k N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. ok
Temporada x Riego - - - - - - - - . . . - - - - -
Test de Rangos muiltiples de Tukey*

Temporada
2018 0,031 146° o0,152° 1,76® 0,083 0,179® 1,82> 4962 10,012 11,6° 0355° 0,264° 0,598° 0,111° 02342 91,4°
2019 00452 1842 0,430% 3,8 0,382 0,703® 4,17% 441" 5,74 ° 17,4  1,11° 0,764° 1,77® 0,387% 0,005° 99,32
Riego
To 0,043 16,7 0281 2962 0,191° 0,374 2,90 45,6° 8,04 1552 0,722 05521 1,262 0,253 0,114 9552
T 0,037 163 0284 2,72° 02223 o0412P¢ 2,93 46,0° 7,88 14,3b¢ 0,721 0,516 1,158 0,240 0,113  93,8P
T 0,035 163 0,299 2,842 02652 055022 3,07 469" 7,56 13,7¢ 0,747 0484 1,132 0,261 0,118 941"
T 0,037 168 0,300 2,68° 0,260 0475%® 3,10 4892 8,16 145° 0,749 0534 1,185 0242 0,133 9802
Temporada x Riego
2018 x To 0,038 146" 0,154 1,58¢ 0,069¢ 0,559 1,93¢ 492" 10,02 12,1¢ 0362° 0,273° 0640° 0,111° 02222 916"
2018 x T 0,029° 141°¢ 0,145 165° 0,083° 01689 1,70¢ 47,7b¢ 10,2 2 11,3  0,328° 0,248 0564° 0,099° 02212 885"
2018 x T 0,028%¢ 143° 0,153° 1,92¢ 0,095¢ 0,939 1,81¢ 488" 9,462 10,89 0,362° 0,265° 0570° 0,129° 02322 891"
2018 x T3 0,027¢ 153° 0,154° 1,88° 0,087° 0,198¢ 1,86¢ 52,52 10,6 2 12,3¢  0,369° 0,269° 0617° 0,105° 0,260% 96,6
2019 x To 0,048% 1887 10,4077 4342 0314° 0592°¢ 386° 420°¢ 6,05 P 18,92  1,08% 0,768% 1,887 10,3957 0,005 99,42
2019 xT1 0,0443 1852 04242 3,79P 03622 0656P¢ 4,162° 44,39 5,56 ° 17,4 1,122 0,785® 1,752 0,3822 0,005° 99,22
2019 x T 0,041 1822 0,445 3,76 0436° 08117 4332 44,9°de 5,66 ° 166 1,13% 0,703® 1,70° 0,393® 0,005° 99,12
2019 x T3 0,0462 1822 04452 3,49° 04342 0,752 4,347 453 5,70 ° 16,7°  1,13® 0,798% 1,752 0,378a 0,006° 99,52

'N.S.= no significativo a p < 0,05 y *** significativo a p < 0,001; *Valores seguidos de la misma letra, dentro de la misma columna y factor, no fueron significativamente diferentes (p < 0,05), segtin
la prueba de diferencia minima significativa de Tukey. ¥AGMI = Acido graso monoinsaturado; AGPI = Acido graso poliinsaturado; AGS = Acido graso saturado; Tl = Indice trombogénico; Al = Indice
aterogénico
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Tabla 11 (continuacidn): Perfil lipidico del aceite de oliva Arbequina bajo riego deficitario durante 2 temporadas

Factor AGMI* AGPI* AGS”* T Al*
ANOVA*
Temporada %k %k k %k %k k %k %k k %k %k k %k %k sk
Riego %k %k k %k %k k %k %k k NS %k %k sk
Temporada X Riego %k %k k %k %k k %k %k k %k %k k %k %k sk
Test de Rangos miiltiples de Tukey*

Temporada
2018 62,02 12,5° 17,0° 0,424° 0,198 ©
2019 55,6 ° 19,22 24,52 0,541 2 0,249 2
Riego
To 57,8 16,9 2 20,820 0,482 0,226 2
T 57,8 15,6 °¢ 20,4 0,482 0,224
T, 58,6 ° 149°¢ 20,6 20 0,486 0,2232°
Ts 61,12 15,8° 21,22 0,479 0,221°
Temporada x Riego
2018 x To 61,5° 13,0 17,1°¢ 0,426 ° 0,198°
2018 x Ty 60,1 bc 12,1 ¢ 16,3 ¢ 0,422° 0,197°
2018 x T 60,8 P 11,64 16,7 b¢ 0,428° 0,199 °
2018 x T3 65,6 2 13,2°¢ 17,8° 0,420° 0,196 °
2019 x To 54,149 20,82 24,52 0,538°2 0,2542
2019 x Ty 55,5 d 19,2° 24,52 0,5432 0,2502
2019 x T, 56,3 9 18,3° 24,52 0,5432 0,246 2
2019 x T3 56,5 18,4° 24,62 0,5392 0,2462

'N.S.= no significativo a p < 0,05, *** significativo a p < 0,001, *Valores seguidos de la misma letra, dentro de la
misma columna y factor, no fueron significativamente diferentes (p < 0,05), segun la prueba de diferencia
minima significativa de Tukey. *YAGMI = Acido graso monoinsaturado; AGPI = Acido graso poliinsaturado; AGS =
Acido graso saturado; Tl = Indice trombogénico; Al = Indice aterogénico.

Respecto a las familias de acidos grasos, la familia de acidos grasos monoinsaturados fue
la mayoritaria, siendo el acido oleico el mayor exponente, seguido de los acidos grasos
saturados y de los acidos grasos poliinsaturados. En este aspecto, tanto el riego
deficitario como el factor estacional tuvieron una influencia en la mayor o menor
presencia de cada familia quimica. Respecto a los dos marcadores de salud analizados,
el riego deficitario solo mostré efecto en el indice de aterogenicidad, presentando
valores mas bajos cuando se mantuvo el olivar bajo riego deficitario sostenido, mientras
que el indice de trombogenicidad se mantuvo estable independientemente del
tratamiento aplicado. Estos pardametros contribuyen a una mejor circulacion de la sangre

(Ulbricht y Southgate, 1991).

En el segundo estudio realizado, se detectaron 13 acidos grasos (Tabla 13). Al igual que

en el estudio anterior, el 4cido graso mayoritario fue el acido oleico, con un porcentaje
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de presencia entre el 60 % y el 70 %, siendo superior en el aceite de la variedad
Arbequina con tratamiento control, seguido por la variedad Arbosana HydroSOS (66,92
%) y de la variedad Arbequina con tratamiento HydroSOS. Esta ultima variedad presentd
valores de acido palmitico y acido linoleico (16,43 % y 12,60 %, respectivamente)
superiores. Respecto a las familias quimicas, los acidos grasos monoinsaturados fueron
los predominantes en las tres muestras bajo estudio. El aceite de Arbequina HydroSOS
presenté un contenido mds bajo, mostrando a su vez un mayor contenido en acidos
grasos poliinsaturados. Ambas familias estan extensamente relacionadas con efectos
beneficiosos sobre la salud, como la proteccidn de las mitocondrias neuronales (Rumora

etal., 2019).

Tabla 12: Perfil de acidos grasos de los aceites analizados en la segunda publicacion

Acdograso  ANOVA'  ( FERIN  ivdrosos (T Hydros0s (T
C14:0 N.S. 0,01 0,02 0,01
C16:0 ok 13,28 17,432 16,74 °
C16:1¢9 *x 0,13° 0,14° 0,067 ¢
C16:1 c9 Hokx 1,22° 1,532 1,532
C17:0 * 0,08 ¢ 0,152 0,182
C17:1 ok 0,16 ¢ 0,28 ° 0,352
C18:0 *xk 2,532 1,86 ¢ 2,15°
C18:1¢c9 ok 70,312 61,68°¢ 66,92 °
C18:1t11 *x 2,10° 3,172 2,852
C18:2 n6c ok 9,39° 12,702 8,29 ¢
C18:3n3 Hokx 0,39°¢ 0,612 0,44°
€20:1n9 N.S. 0,30 0,33 0,31
€22:0 N.S. 0,11 0,12 0,16

AGS ek 16,01 ° 19,57 2 19,242
AGMI ok 74,212 67,12° 72,032
AGPI ok 9,78 ° 13,312 8,73 b

"N.S. no significativo a p > 0,05. % **y *** significativos a p < 0,05, 0,01 y 0,001, respectivamente. * Los valores
seguidos de la misma letra, dentro de la misma fila, no fueron significativamente diferentes, segun la prueba de
menor significacion de Tukey. AGS: acidos grasos saturados; AGMI: acidos grasos monoinsaturados; AGPI:
acidos grasos poliinsaturados. +Los aceites HydroSOS son obtenidos tras aplicar riego deficitario
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4.6 Efectos en la aceptacion del consumidor

El resultado del estudio de consumidores realizado en el segundo ensayo publicado se
muestra en la Tabla 14. Se emplearon ocho descriptores positivos, como “olor a aceite
de oliva”, “frutado” y “postgusto”, entre otros. En el disefio del formulario no se
incluyeron los defectos debido a que un panel entrenado no fue capaz de detectarlos,
pudiendo influir en la decisidon de los consumidores. Todos ellos mostraron diferencias
significativas. Los consumidores mostraron una mayor aceptabilidad del aceite
proveniente de riego deficitario controlado frente al control, mientras que la variedad
Arbosana presentd una aceptabilidad intermedia. Un 46 % de los encuestaos prefirio la
muestra de Arbequina HydroSQOS, un 30 % la muestra de aceite de la variedad Arbosana,
mientras que el aceite empleado como control fue el elegido por un 24 % de los

participantes.

A pesar de no ser un pardmetro oficial de calidad, el color es un aspecto fundamental
para la toma de decisiones de los consumidores, y en este sentido, los dos aceites de
oliva HydroSOS obtuvieron una mayor valoracion. En el presente estudio, el color fue el
segundo atributo mas importante para los consumidores, siendo seleccionado por el 55
% de los participantes, solo por detrds del atributo relacionado con el sabor

caracteristico del aceite de oliva, elegido por un 85 % de los encuestados.

Tabla 13: Valores de aceptabilidad de los atributos sensoriales de los aceites por parte de los consumidores

i o Wi Wi e
Olor a aceite ok 5,4 bt 6,82 6,0
Sabor a aceite ok 5,5b 6,42 5,8
Afrutado * 5,0° 5,9° 5,6 20
Amargor * 46" 5,5° 5,0 20
Pungente/picante * 46" 5,52 5,3 2b
Postgusto * 53b 6,3° 5,8 20
Color del aceite * 5,1°P 7,12 6,62
Aceptacién general * 5,30 6,32 5,8 2b

% %%y #% gignificativos a p < 0,05, p < 0,01 y p < 0,001, respectivamente. * Los valores seguidos de la misma
letra, dentro de la misma fila y factor, no fueron significativamente diferentes, segun la prueba de minima
significacion de Tukey.+Los aceites HydroSOS son obtenidos tras aplicar riego deficitario.
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El estudio de penalizaciones (PA, por sus siglas en inglés) llevado a cabo con los datos
obtenidos permite identificar las posibles opciones de mejora, indicando aquellos
atributos que tienen mayor peso a la hora de reducir la aceptabilidad de los
consumidores (Figura 2). El aceite menos penalizado fue el obtenido despues de aplicar
riego deficitario en la variedad Arbequina, valorado negativamente solo por presentar
un sabor ligeramente mas amargo del esperado. Por otro lado, la muestra elaborada a
partir del olivar control obtuvo valoraciones bajas de los atributos “sabor”, “olor”,

“color”, “amargor”, “afrutado” y “postgusto”. Por ultimo, el aceite Arbosana obtenido de

’

n u

riego deficitario fue penalizado por la baja intensidad de los atributos “sabor”, “olor”,

“afrutado” y “postgusto”, y un “amargor” mas alto de lo esperado
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Figura 2:Analisis de penalizaciones (eje x: efecto sobre la media; eje y: porcentaje de consumidores). el color
azul (-) indican intensidad reducida y el color rojo (+) indica intensidad excesiva. A: Arbequina convencional, B:
Arbequina HydroSOS, C: Arbosana HydroSOS.
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La aplicacion del riego deficitario en olivar superintensivo favorece la conservacion de
los recursos hidricos, no afecta significativamente a la produccidon y mejora la calidad

fisicoquimica del aceite de oliva.

La aplicacion de técnicas de riego deficitario controlado en olivar incrementa el
contenido total de polifenoles y la actividad antioxidante, mejora el perfil lipidico
relacionado con indicadores de salud, incrementa compuestos aromaticos relacionados

con descriptores de aceituna verde y mejora los atributos sensoriales del aceite de oliva.

Los consumidores demuestran una mayor aceptacion de los aceites obtenidos a partir
de olivares hidroSOStenibles, siendo el sabor y el color los descriptores principales en

los que basan su preferencia.
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Abstract: The expansion of the super-high-intensive cultivation of olive groves requires irrigation
techniques that are compatible with the increasing scarcity of water due to climate change and olive
oil demand. For this, the effect of two regulated deficit irrigation treatments (RDI) and a sustained
deficit irrigation (SDI) treatment was studied. The treatments consisted of: (i) control treatment,
which supplied 100% of the water lost by evapotranspiration (ETy); (ii) the “optimal RDI” treatment,
which only reduced irrigation water (~37-54% reduction) during the pit hardening stage; (iii) the
“confederation RDI” which limited water restriction to the donation of the Guadalquivir hydrographic
confederation (~72% reduction); and, (iv) the “confederation SDI”, similar water restriction (~72%)
but dying the whole tree cycle. In general, the reduction in the irrigation water caused no negative
effects on the studied parameters. However, the total phenolic content (TPC) was increased when the
deficit irrigation was applied. Fatty acid profile showed changes with respect to the control, increasing
oleic acid and the total content of monounsaturated fatty acids (MUFA). For the volatile compound
profile, reducing water intake caused changes in mayor volatile compound (trans-2-hexenal), related
with green flavors. The application of deficit irrigation treatments increased the value obtained in the
fruity parameter with respect to the control. On the other hand, irrigation deficit treatments did not
generate changes in the olive oil yield.

Keywords: antioxidants; fatty acids; Olea europea; sensory profile; volatile composition

1. Introduction

In Spain, one of the most important olive oil producers worldwide [1], olive trees have
traditionally been cultivated extensively under rainfed conditions, but in recent decades,
there has been a shift towards super-intensive cultivation methods, increasing the number
of trees per hectare, mainly due to the increase in consumer demand, promoted by the
recommendations of the Food and Agriculture of the United Nations [2] based on its
nutritional and sensory profiles [3]. This change in the irrigation system has drastically
increased the water needs of olive orchards.

In Spain, the region with the highest cultivation area of olive trees is Andalucia,
which is a region with a high level of desertification risk, due to its low rainfall and
high temperature. For these reasons, new agricultural strategies are being developed
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based on reducing irrigation water but without reducing production or quality, such as
the use of plant covers [4-6], precision irrigation [7] and/or the application of deficit
irrigation [8]. The main two deficit irrigation strategies are: (i) regulated deficit irrigation
(RDI), which reduces water during one or more phenological stages of fruit development,
and (ii) sustained deficit irrigation (SDI), which reduces water throughout the whole fruit
development process.

In the case of olive trees, previous studies have shown that the application of deficient
water during pit hardening (phase II) [9,10] did not negatively affect production. In this
sense, the Food Quality and Safety research group of the Miguel Hernandez University
(UMH, Spain) developed a brand, hydroSOStainable products, to recognize farmers and
producers that apply and control deficit irrigation techniques and fulfil the brand require-
ments [11,12]. Thus, the aim of this study was to analyze the effects of two RDI treatments
with different intensities and one SDI treatment (adjusted to the reality of the Spanish agri-
culture and water availability), on the quality of the hydroSOStainable olive oil produced,
by analyzing the effects on: (i) the IOC (International Olive Council) quality parameters,
(ii) the antioxidant activity (ABTS*® and DPPH® methods), (iii) the total phenolic content
(TPC) and (iv) the lipidic, volatile and sensory profiles, along two consecutive seasons
(2018 and 2019).

2. Materials and Methods
2.1. Experimental Design and Sample Processing

Olive oil was obtained from 13-year-old ‘Arbequina’ olive trees cultivated in a super-
high density (4.0 m x 1.5 m) orchard located in Carmona (37.49° N, —5.67° W, Seville,
Spain). Four irrigation treatments were randomly distributed in blocks (Figure 1) with
60 trees per plot. Olives were mechanically harvested when presented a maturity index
of 1.9 [13]; the grape straddle harvester (New Holland Braud Olive) selectively collected
samples for each treatment (central line of each plot) and emptied the harvested olives into
individual bags; then, the samples were manually cleaned and prepared for the production
of the olive oil.
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Figure 1. Distribution of deficit irrigation treatments (2018 and 2019 seasons) at a super-high density
‘Arbequina’ olive trees orchard.
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Olive oil was obtained using an olive mill model Frantoino Bio (Toscana Enologica
Mori, Florence, Italy) at 40-50 kg h~!, with an aqueous two-phase oil extraction system. In
total, 100 kg of olive samples was cleaned, grounded (T < 28 °C, 20 min) with 1% (w:w) talc
ore and 2% (w:w) water.

A pressure chamber (PMS Instrument Company, Albany, OR, USA) was used in 4 trees
per treatment to determine the midday stem water potential (¥ster,). The water stress integral
(SI) was calculated (Equation (1)) to describe the accumulative effect of deficit irrigation
strategies, from the beginning of pit hardening to harvest (19 June-14 October in 2018
(117 days) and 14 June—24 October in 2019 (132 days)):

SI=%[¥ — (—02)] x n 1)

where SI is the stress integral, Yy is the average midday stem water potential for any
interval and 7 is the number of the days in the interval.

Four irrigation treatments were established and conditions were monitored and con-
trolled using the pressure chamber technique and the threshold values of midday stem
water potential before and after the pit hardening period:

Control (Typ): full irrigated conditions [14].
RDI (Ty): trees had no water restriction along phases I and III (the beginning of olive
fruit growth and fruit maturation with oil accumulation, respectively, while regulated
irrigation was applied at phase II (pit hardening), with 37% and 54% of water reduction
in the 2018 and 2019 seasons, respectively.

e  Confederation RDI (T,): same conditions established in T; (deficit irrigation applied at
phase II), but with a water restriction set up at donation of Guadalquivir hydrographic
confederation (67% of water reduction in 2018 and 72% of water reduction in 2019).

o  Confederation SDI (T3): sustained deficit irrigation with the same water restrictions
as T, but during the whole cycle of the olive tree.

2.2. Quality Parameters

Chemical quality parameters of olive oil are defined by European Union Regula-
tion [15] and are used to classify olive oils in different commercial categories. Free acidity
(% of oleic acid), peroxide value (meq O, kg~ oil) and ultraviolet (UV) extinction coeffi-
cients (Ka32, Ko7 and AK indexes) were analyzed following the procedure described by
European Union Commission Regulation 2568/91 [15] and International Olive Council
decisions [16-18]. UV absorption indexes were determined in a UV-visible spectropho-
tometer (Helios Gamma model, UVG 1002E; Helios, Cambridge, UK), using cyclohexane
and a 10 mm quartz cuvette.

2.3. Determination of Antioxidant Activity and Quantification of Total Phenolic Content

The extract used for total phenolic content (TPC) and antioxidant activity (AA) quantifi-
cation was prepared as previously described by Tuberoso et al. [19] with some modifications.
Briefly, 3 g of olive oil was mixed with 5 mL of methanol/water (80/20, v/v). The mixture
was shaken for 2 min and the hydrophilic phase was filtered with a GD/X 0.45 um cellulose
acetate filter (25 mm, Sartorius, Madrid, Spain). This procedure was repeated twice with the
lipophilic phases, and all of the hydrophilic extracts were evaporated in a rotary evaporator
at 35 °C. Finally, the residue was dissolved in 1.5 mL of methanol.

The antioxidant activity [ABTS*® (azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)
and DPPH® (2,2-diphenyl-1-pirylhydrazyl)] were carried out as described by Re et al. [20]
and Brand-Williams et al. [21], respectively. The decrease in absorbance was measured
at 734 nm (ABTS*®) and 515 nm (DPPH®) using a UV-visible spectrophotometer (Helios
Gamma model, UVG 1002E; Helios, Cambridge, UK). Analyses were run in triplicate and
the results were expressed as mmol Trolox eq L™! of olive oil.

Total phenolic content (TPC) was quantified using Folin—Ciocalteu reagent according
to Gao et al. [22]. Absorption was measured at 760 nm using a UV-visible spectropho-
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tometer (Helios Gamma model, UVG 1002E; Helios, Cambridge, UK). Analysis was run
in triplicate, and the results were expressed as mg gallic acid equivalents (GAE) L~! of
olive oil.

2.4. Fatty Acid Profile

The fatty acid profile was determined following ISO-12966-2 [23] and using C13:0
(0.04 mg mL ™) as internal standard for later quantification. After extraction and methy-
lation, for separation and quantification, a gas chromatograph (GC) Shimadzu GC-2030
coupled with a flame ionization detector (FID) an automatic injector AOC-20i was used.
Helium was used as carrier gas and nitrogen as a make-up gas (40 mL min~!). FID used
hydrogen and air, at rates of 35 mL min~! and 350 mL min~!, respectively. The GC system
used a Supelco SP®-2380 capillary column (length: 60 m, internal diameter: 0.25 mm and
film thickness: 0.20 pum). The injector and detector temperatures were 250 and 260 °C,
respectively and a 1:20 split ratio was used. A helium lineal flow velocity of 28.4 cm s~!
was also used. The oven temperature started at 70 °C and increased up to 250 °C at a rate
of 3 °C min~!. Methyl fatty acids were identified as compared with retention times with
FAME Supelco MIX-37 standards (Supelco Company, Bellefonte, PA, USA). Results were
calculated as percentage of each fatty acid in the total fatty acid profile.

Additionally, atherogenic index (AI) (Equation (2)) and thrombogenic index (TI)
(Equation (3)) were calculated according to Sdnchez-Rodriguez et al. [24].

Al = (4> [14:0] + [16:0]) / {ZPUFA (n-3) T ZPUFA (n—6) T ZMLIFA } &)

where [14:0] and [16:0] are the contents (%) of myristic and palmitic acids, respectively, and
MUFA and PUFA are the contents of monounsaturated and polyunsaturated fatty acids,
respectively.

TI = ([14:0] +[16:0] +[18:0] )/ {0.5 X Yot 105 % puen (noe) +3 % Lpupa (s +(1—3)/(n - 6)] 3)

where [18:0] is the content (%) of stearic acid.

2.5. Volatile Compound Profile

Volatile compounds were extracted by headspace solid-phase micro-extraction (HS-
SPME). Analysis was carried out according to Sdnchez-Rodriguez et al. [25] with some
modifications. Briefly, 10 mL of olive oil was added to a 15 mL glass vial with 10 pL of
benzyl acetate as internal standard (1000 mg L~?!) using 50/30 um DVB/CAR/PDMS
fiber (Supelco Company, Bellefonte, PA, USA). Vials were maintained in a temperature-
controlled water bath at 40 °C for 60 min (10 for equilibration and 50 min for extraction)
with continuous agitation (500 rpm) in a magnetic stirrer (IKA C-MAG HS 4, IKA-Werke
GmbH & Co. KG, Staufen, Germany). After that, fiber was inserted into the injector at
250 °C for 3 min to directly desorb volatile compounds into the GC column.

A gas chromatograph Shimadzu GC-17A coupled to a mass spectrometer (Shimadzu
QP-5050A (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan) was used for the isolation and identi-
fication of the volatile compounds. To separate volatile compounds, an Rxi-1301Sil MS
(Restek Corporation, Bellefonte, PA, USA) column was used (length: 30 m, internal diame-
ter: 0.25 mm and film thickness: 1.0 um), using helium as a carrier gas at 0.6 mL s !ina
splitless mode. Injector and detector temperatures were 230 and 300 °C, respectively. The
oven program was as follows: initial temperature 40 °C for 3 min; rate of 5 °C min~! up to
100 °C; and rate of 3 °C min~! until 300 °C and held for 3 min.

To characterize volatile compounds, chromatogram was analyzed using GCMS Postrun
Analysis (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan) software and individual compounds were
identified by three methods: (i) mass spectrum (original chemical compound and collection
of the Wiley 229 and NIST 14 spectrum libraries); (ii) retention index of standards (RI);
and (iii) retention indexes calculated using the C7 to C16 n-alkane mix (Sigma-Aldrich,
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Steinheim, Germany). Experimental retention index was compared with literature index
obtained from National Institute of Standards and Technology [26].

2.6. Descriptive Sensory Analysis

Descriptive sensory analysis was carried out using the trained panel of the Food
Quality and Safety (CSA) research group of the Miguel Hernandez University. This trained
panel consisted of 8 panelists (4 males and 4 females, between 25 and 50 years old) with
more than 1000 training hours in sensory analysis, specifically in vegetables and fruits.
Moreover, panelists had special training in olive oil sensory analysis for 2 days, using
standard samples kindly provided by the International Olive Oil Council (IOC).

Four sessions were carried out, one session per each irrigation treatment, following the
European regulation n° 2568/91 [15]. The descriptors used were those defined by 10C [27]
to classify olive oils into different commercial categories and were classified in two groups:
(i) positive attributes (fruity, bitter and pungent) and (ii) negative attributes (musty, fusty
and rancid, all scored in the general attribute “defects”).

2.7. Statistical Treatment

Two-way analysis of variance, with factors being (i) season (2018 and 2019) and
(ii) irrigation treatment (T, Tq, Tp and T3), and Tukey’s multiple range test were carried
out. XLSTAT software (Addinsoft, version 2014.1, Paris, France) was used. Statistical
significance was stablished at p < 0.05, and all analyses were run, at least, in triplicate.

3. Results and Discussion
3.1. Irrigation Stress, Water Used and Production

Figure 2 shows the daily crop reference evapotranspiration (ETy) and daily rainfall
for the 2018 and 2019 seasons. In the 2018 season, last spring rains occurred at the end
of May (day of year, DOY, 146) and autumn rains started on DOY 284 (11 October). In
the 2019 season, the dry period was longer, from 24 April to 19 October (DOY 116 and
292, respectively). These climatic conditions are typical of Mediterranean areas, with dry
and hot periods from late spring until early autumn. Similar reference evapotranspiration
(ETp) behaviors were observed in both seasons, with the highest ET( values reached in July
and August.
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Figure 2. Daily crop reference evapotranspiration (ETy, dots) and daily rainfall (vertical bars) for the
2018 and 2019 seasons. Data obtained from Villanueva de Rio y Minas (Seville) meteorological station.
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Crop water status (minimum stem water potential, min ¥, and water stress integral,
SI), applied water (AW) and olive production are summarized in Table 1. The water used in
2019 to reach the targeted water conditions was higher (484 L m~2 or mm) compared to that
needed (304 L m~2) in 2018. In both seasons under study, the highest volume of irrigation
water was that used in the control treatment, T (mean of the two seasons 753 L m*Z) while
the lowest volume was applied in T and T3 treatments, with 221 L m2and 212 L m 2,
respectively. Minimum Y, values were negatively correlated with the applied water
volume (R2 = 0.6689); this way, the lowest values of Y, were observed in Ty and T3
olive trees.

Table 1. Effect of the season (2018 and 2019) and irrigation treatment (T, T1, T, and T3) on minimum
stem water potential (min Y., ), water stress integral (SI, MPa dayfl), applied water (AW, L m~2)
and olive oil production in each deficit irrigation treatment during pit hardening in a super-high-
density ‘Arbequina’ olive tree orchard.

Min ¥Fotem SI Total SI Phase II SI Phase I AW Otive Oil
Factor (MPa) (MPaDay1)  (MPaDay 1) (MPa Day-1) (L m-2) Production
(kg Oil ha—1)
ANOVA *
Season ns. ns. ns. ns. o n.s.
Irrigation ** ** ** ** o ns.
Season X Irrigation ** ** ** ** o ns.
Tukey Multiple Range Test
Season
2018 —3.35 76.0 54.6 16.9 304b 2198
2019 —3.47 103 719 30.2 484 a 2025
Irrigation
To —1.88a 9.53 ¢ 9.25¢ 0.17b 753 a 2192
T1 —2.94 ab 46.3 bc 43.24 be 2.09b 390 b 2162
T, —4.96 ¢ 179 a 127 a 488a 221c 2035
T3 —3.87 bc 123 ab 73.2 ab 439a 212 ¢ 2056
Season X Irrigation
2018 x Ty —221ab 184 b 18.2b 0.00b 533 b 2348
2018 x Ty —2.74 abc 40.7Db 38.7b 0.48b 334 cd 2169
2018 x T» —4.71 bc 140 ab 104 ab 30.0 ab 173 e 2240
2018 X T3 —3.75 abc 105 ab 57.6 ab 37.1ab 175 e 2034
2019 x Ty —154a 0.681 b 0.338 b 0.34b 972 a 2037
2019 x Ty —3.15 abc 51.8b 47.8 ab 3.70b 446 bc 2154
2019 X T, —521c 219a 151 a 66.0 a 269 de 1831
2019 x T3 —3.99 abc 141 ab 88.9 ab 50.7 ab 248 de 2077

* n.s. = not significant at p > 0.05, ** and *** significant at p < 0.01 and p < 0.005; ¥ Values followed by the same

letter, within the same column and factor, were not significantly different (p > 0.05), according to the Tukey’s least
significant difference test.

Regarding the applied water, the T, and T3 treatments (Guadalquivir hydrographic
confederation RDI and confederation SDI) resulted in the highest reductions regarding the
volume of applied water, reaching values as high as 69.9 and 70.8%, respectively (mean of
seasons 2018 and 2019), of the total water applied in the control trees.

The seasonal stress integral (SI total) was not affected by the factor season, but it was
affected by the irrigation treatment, as expected. The highest SI value was achieved in
T, trees (179 MPa day ') followed by those included in T3. Finally, the SI values also
depended on the phenological stage, with the highest values being found in the T, trees,
especially at phase II (pit hardening). Moreover, the minimum Y, and the SI were
negatively correlated, with SI total increasing as the Wy, decreased (R? = 0.9337).

3.2. Analytical Parameters of Olive Oil Quality

In general, no important differences were found for the quality parameters (Table 2);
this was expected because all samples were obtained from freshly harvested olives without
significant defects. However, in the 2018 season, the peroxide index was higher in the
control treatment, Ty (11.8 meq O, kg~!) compared to that observed in the stressed samples.
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Similar effects have been previously observed, with lower peroxide index values in samples
from water-stressed olive trees [28].

Table 2. Quality parameters of ‘Arbequina’ olive oil samples, obtained from a super-high-density
olive tree orchard, according to the requirements of the International Olive Council [27].

Peroxide Index  Acidity Index Commercial
Factor (meq Oz kg™ (% Olgc Acid) Koz Ka7o Ak Classification
ANOVA't
Season ok n.s. n.s. ek n.s.
Irrigation ok ok o n.s. n.s.
Season X Irrigation ok ok n.s. ok n.s.
Tukey Multiple Range Test
Season
2018 8.21b 0.240 1.80 0.086 b 0.004 EVOO ¥
2019 12.0a 0.214 1.76 0.127 a 0.002 EVOO
Irrigation
To 12.6 a 0.317 a 2.00a 0.101 0.002 EVOO
T 9.73b 0.207 b 1.78 ab 0.101 0.004 EVOO
T, 8.74Db 0.192b 1.66 b 0.111 0.004 EVOO
T3 9.34b 0.191b 1.69 ab 0.113 0.002 EVOO
Season X Irrigation
2018 X Ty 11.8 ab 0417 a 1.96 0.082 ¢ 0.004 EVOO
2018 x Ty 8.15bc 0.206 b 1.96 0.086 bc 0.003 EVOO
2018 X T, 5.87c 0.187b 1.57 0.088 bc 0.004 EVOO
2018 X T3 7.02 bc 0.150 b 1.72 0.089 be 0.004 EVOO
2019 X Ty 134 a 0.218b 2.04 0.120 ab 0.001 EVOO
2019 X Ty 113 ab 0.208 b 1.61 0.116 abc 0.004 EVOO
2019 X T, 11.6 ab 0.197b 1.75 0.134a 0.004 EVOO
2019 X T; 11.7 ab 0.232b 1.66 0.137 a 0.000 EVOO

 n.s.= not significant at p > 0.05, ** and *** significant at p < 0.01 and p < 0.005; ¥ Values followed by the same

letter, within the same column and factor, were not significantly different (p > 0.05), according to Tukey’s least
significant difference test. ¥ EVOO = Extra Virgin Olive Oil.

A similar behavior to that previously described for the peroxide index was also found
for the acidity index in the 2018 season, where the T value (0.42% oleic acid) was higher
than those found for the rest of treatments (mean of 0.18%).

All samples under study were classified as extra virgin olive oil according to the
Official Commercial Classification stablished by International Olive Oil Council [27]. This
way, it can be concluded that deficit irrigation treatments did not reduce the quality of the
olive oil; similar results were previously reported by Gomez del Campo and Garcia [29] for
the same olive variety, in Toledo (central Spain), despite the water reduction levels.

3.3. Determination of Antioxidant Activity and Quantification of Total Phenolic Content

The irrigation treatment did not have a significant (p < 0.05) effect on antioxidant
activity (AA) as determined by the two methods used (ABTS* and DPPH®) (Table 3);
however, the antioxidant activity was significantly (p < 0.05) higher for the samples from the
2019 season compared to those determined in the samples from the 2018 season. However,
the total phenolic content (TPC) was significantly (p < 0.05) affected by both factors, the
season and the irrigation treatment, with the trees included in the treatments with deficit
irrigation (T;-T3) showing significantly higher values than those observed in oil samples
obtained from the control trees (Tj), and the samples from 2018 had higher values than
those from the 2019 season. This experimental positive finding on polyphenol content was
possibly due to climatologic conditions.
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Table 3. Antioxidant activity (mmol Trolox eq L™') and total phenolic content (mg GAEL L) in
‘Arbequina’ olive oil samples obtained from a super-high-density olive tree orchard.

Factor TPC ABTS DPPH
(mg GAEL L-1) (mmol Trolox eq L—1) (mmol Trolox eq L—1)
ANOVA 't
Season ** ** *
Irrigation ** n.s. n.s.
Season X Irrigation ** ** *
Tukey Multiple Range Test
Season
2018 86.1a 0.262Db 0.179b
2019 749b 0.439 a 0.289 a
Irrigation
To 53.7b 0.325 0.233
T1 77.0 ab 0.404 0.223
Tz 929a 0.337 0.201
T3 98.5a 0.337 0.279
Season X Irrigation
2018 X Ty 59.0 ab 0.198b 0.089b
2018 x Ty 90.4 ab 0.341 ab 0.193 ab
2018 x T» 91.9 ab 0.220b 0.196 ab
2018 x T3 103 a 0.289 ab 0.239 ab
2019 X Ty 485b 0452 a 0.377 a
2019 x Ty 63.6 ab 0.467 a 0.254 ab
2019 X T, 93.9 ab 0.454 a 0.206 ab
2019 X T3 93.7 ab 0.384 ab 0.319 ab

* n.s. = not significant at p > 0.05, * and ** significant at p < 0.05 and p < 0.01; ¥ Values followed by the same letter,

within the same column and factor, were not significantly different (p > 0.05), according to Tukey’s least significant
difference test.

Sena-Moreno et al. [30] observed increases in the antioxidant activity of 218.1% and
153.4% when irrigation water was supplied at 20% and 15% of control water dose, respec-
tively. A similar trend to that described for the AA can be observed in the current study
but for TPC; this way, the two treatments following the confederation restrictions (T, and
T3) reached values of 92.9 and 98.5 mg GAE L~! compared to 53.7 mg GAE L~! found for
the control oil (Table 3). Those TPC values were lower than those reported in previous
studies [25,31]. On the other hand, Dag et al. [32] concluded that an extremely intense
irrigation deficit could negatively affect the TPC.

The effects caused by water stress on the values of the TPC were similar to those
previously reported in the literature. For example, Ahumada-Orellana et al. [28] showed
that polyphenols increased by 26.8%, 52.2% and 49.3% when minimum Y., was reduced
from —1.2 MPA to —3.5 MPA, —5.0 MPA and —6.0 MPA, respectively. In the current
study, in the 2018 season, the TPC increased by 55.2%, 56.9% and 77.6% compared to the
value of the control treatment when the control min Y, (—2.21 MPa) was reduced to
—2.74 MPA, —4.71% and —3.75%, respectively. A similar trend was also observed in the
2019 season, with TPC increasing by 31.3%, 93.8% and 93.8% compared to the control
when min Y, decreased from the —1.54 MPa of the control down to —3.15, —5.21 and
—3.99 MPa, respectively.

3.4. Fatty Acids Profile

Fifteen fatty acids were identified and quantified in ‘Arbequina’ extra virgin olive
oils (Table 4). In both years, oleic acid (C18:1 cis 9) was the major fatty acid in all olive
oil samples (49.6% in 2018 and 44.1% in 2019). Regarding the irrigation treatment, higher
oleic acid content was reached by sustained deficit irrigation (T3, 48.9%). These oleic acid
contents were lower than that expected for olive oil samples. For instance, Ahumada-
Orellana et al. [28] and Gomez del Campo and Garcia [29] observed values close to 70% of
total fatty acids for the same variety, although no changes were reported in water-stressed
samples. However, Hernandez et al. [33] observed similar effects in the oleic acid content of
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other “Arbequina’ orchards when deficit irrigation was applied. Those differences could be
generated by the different locations of the orchards [34] and edaphoclimatic conditions [35].
In this sense, the highest concentration of oleic acid was reached in samples obtained
from trees subjected to sustained deficit irrigation (T3, 48.9%). The second most abundant
compound was palmitic acid (C16:0), with 14.6% and 18.4% in the 2018 and 2019 season,
respectively. This fatty acid did not present significative differences among irrigation
treatments. The third predominant compound was linoleic acid (C18:2 cis6), which had a
season mean content of 11.6% in 2018 and 17.4 in 2019.

Regarding fatty acid families, monounsaturated fatty acids (MUFAs), with oleic acid
as the main compound, were the predominant family (62% in 2018 and 55.6% in 2019), and
their content depended on the irrigation treatment, especially higher after T3 (61.1%). This
family is extensively associated with beneficial effects on human health [36]. Saturated
fatty acids (SFAs) were the second most concentrated family, with 17% in 2018 and 24.5%
in 2019. Finally, polyunsaturated fatty acids (PUFAs) were lower in the 2018 season than in
the 2019 season (12.5% and 19.2%, respectively), and control irrigation treatment reached
the highest content (16.9%) and lower PUFA content was reached after T, 14.9%.

Regarding the health indicators, thrombogenic index (TI) and atherogenic index
(AI) values were higher in the 2019 season (0.541 and 0.249, respectively). On the other
hand, irrigation treatments only had an effect on the atherogenic index, with lower
values reached when sustained deficit irrigation was applied (T3, 0.221). Both param-
eters are associated with correct blood circulation [37]. Similar values were obtained by
Sanchez-Rodriguez et al. [24] with the same variety and other irrigation treatments.

3.5. Volatile Compound Profile

In general, the concentration of the volatile compounds in olive oil was significantly
affected by the irrigation practices, as previously reported by other authors [38,39], but not
by the factor season, with 18 compounds being identified and quantified in the volatile
profile of the super-high-intensive ‘Arbequina’ oils under study (Table 5). These compounds
provide olive oils with notes of alcohol, apple, sweet, sour, bitter, green, pungent, almond,
astringent, leaves, earthy, fruity, floral and herbal, among others, all of them positive
characteristics of an extra virgin olive oil, EVOO [25,40,41].

No effect caused by the factor season was observed on the volatile profile of these
oils and the mean values of the 2018 and 2019 seasons are summarized in Table 5. The
two predominant compounds were trans-2-hexenal and trans-2-hexen-1-ol; however, the
irrigation treatment only caused significant effects on the content of the first compound,
with T1 and T3 generating equivalent contents (91.67 and 96.28, respectively). The trans-
2-hexenal compound is one of the main compounds in the volatile fraction of olive oils,
especially in extra virgin olive oils [42]. In this sense, the concentration of this compound
significantly affected the final concentration of volatile compounds present in the oils,
representing ~46.5%. Oils obtained after Ty and T3 had the highest values for total volatile
content (188 and 186, respectively). These results agreed with those obtained by Gémez-
Rico et al. [43], who observed that the volatile compounds most affected by irrigation in
‘Cornicabra’ oils were trans-2-hexenal, trans-2-hexen-1-ol and the hexenl-ol.

Olive oils also showed significant differences in the contents of ethanol, benzaldehyde,
hexyl acetate, frans-8-ocimene, benzyl alcohol, acetophenone and benzoic acid. Oil samples
obtained after T had the highest values of benzaldehyde and trans--ocimene (8.14 mg
100 g~ olive oil and 2.19 mg 100 g~ ! olive oil, respectively). However, some aldehydes
present in olive oils can provide undesirable sensory attributes such as sweaty, musty-
damp or vinegary [42], although this is not the case. On the other hand, the control and
confederation SDI treatments led to olive oil with the highest contents of hexyl acetate
(3.54 mg 100 g_1 olive oil and 4.77 mg 100 g_l olive oil, respectively). Finally, oil samples
from Ty and T, stood out for their contents of benzyl alcohol and benzoic acid.
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Table 4. Fatty acid composition (% of total fatty acids) in “Arbequina’ olive oil samples obtained from a super-high-density olive tree orchard.

Factor C14:0 C16:0 C16:1 C16:1 C17:0 C17:1cis10 C18:0 C18:1cis9 C18:1cis11 C18:2cis6 C20:0 C20:1n9 C18:3n3 C22:0 C20:4n6 Total MurA ¥ pura ¥ skA ¥ ¥ ar¥

ANOVA *

wk wk . wk . . . . wk Sk . sk wk . . wk . . wk . wk

Season

Irrigation ns. ns. ns. ns. ns. ns. ns. ns. ns. ns. ns.
Season X irrigation P P wox - - . ok wox P . wor P P wox ok - . - - ok -

Tukey’s Multiple Range Test i

Season
2018 0.031b 146Db 0.152b 176 b 0.083 b 0.179 b 1.82b 49.6a 10.01a 11.6b 0.355b 0.264b 0.598 b 0.111b 0234a 914b 620a 125b 17.0b 0.424b 0.198 b
2019 0.045a 184a 0.430a 38a 0.386 a 0.703 a 417 a 44.1b 574b 174a 11la 0.764 a 177a 0.387a 0.005b 99.3a 55.6 b 192a 245a 0.541a 0249 a
Irrigation
Ty 0.043 16.7 0.281 29 a 0.191b 0.374c 2.90 456b 8.04 155a 0.722 0.521 1.262 0.253 0.114 95.5 ab 57.8b 169 a 20.8 ab 0.482 0226a
Ty 0.037 16.3 0.284 2.72b 022ab 0412bc 293 46.0b 7.88 143 bc 0721 0.516 1.158 0.240 0.113 93.8b 57.8b 15.6 be 204b 0.482 0.224 ab
Ty 0.035 16.3 0.299 284 ab 0.265 a 0.502 a 3.07 46.9b 7.56 13.7 ¢ 0.747 0.484 1.132 0.261 0.118 94.1b 58.6b 149c¢ 20.6 ab 0.486 0.223 ab
T3 0.037 16.8 0.300 2.68b 0.260 a 0475 ab 3.10 489a 8.16 145b 0.749 0.534 1.185 0.242 0.133 98.0a 6l.1a 158b 212a 0.479 0.221b
Season X irrigation
2018 X T 0.038 abc 146bc 0.154b 158¢ 0.069 ¢ 0.155d 193¢ 49.2b 10.0a 121c¢ 0.362b 0.273b 0.640 b 0.111b 0.222a 91.6b 61.5b 13.0cd 17.1bc 0.426 b 0.198 b
2018 X Tq 0.029 be 141c 0.145b 1.65¢ 0.083 ¢ 0.168d 170 ¢ 47.7 be 102a 11.3 cd 0.328b 0.248 b 0.564 b 0.099 b 0.221a 88.5b 60.1 be 121cd 16.3 ¢ 0.422b 0.197b
2018 X Ty 0.028 be 143 ¢ 0.153 b 192¢ 0.095 ¢ 0.193d 181c 48.8Db 9.46a 10.8d 0.362b 0.265b 0570 b 0.129b 0232a 89.1b 60.8b 11.6d 16.7 be 0.428 b 0.199b
2018 X T3 0.027 ¢ 153b 0.154b 1.88¢ 0.087 ¢ 0.198d 1.86¢ 525a 106a 123¢ 0.369 b 0.269 b 0.617b 0.105b 0.260 a 96.6 a 65.6a 132¢ 17.8Db 0420 b 0.196 b
2019 X Ty 0.048a 188a 0.407 a 434a 0.314b 0592 ¢ 3.86b 42.0e 6.05b 189a 1.08a 0.768 a 1.88a 0395 a 0.005b 99.4a 54.1d 208a 245a 0.538 a 0.254a
2019 X Ty 0.044 ab 185a 0424 a 3.79b 0362 ab 0656 bc 4.16 ab 44.3 de 5.56 b 17.4b 112a 0785a 175a 0.382a 0.005 b 99.2a 555d 192b 245a 0543 a 0250 a
2019 X Ty 0.041 abc 182a 0.445a 376 b 0436 a 0811a 433a 449 ode 5.66 b 16.6b 113a 0.703 a 170a 0393 a 0.005 b 9.1a 56.3d 183b 245a 0543 a 0.246 a
2019 X T3 0.046 a 182a 0.445a 349b 0434a 0752 ab 434a 453 cd 570b 16.7b 1.13a 0798 a 175a 0378 a 0.006 b 99.5a 56.5 cd 184b 246a 0.539 a 0.246 a
T

n.s. = not significant at p > 0.05 and *** significant at p < 0.005; 1 Values followed by the same letter, within the same column and factor, were not significantly different (p > 0.05),
according to the Tukey’s least significant difference test. ¥ MUFA = Monounsaturated fatty acid; PUFA = Polyunsaturated fatty acid; SFA = Saturated fatty acid; TI = Thrombogenic index;
Al = Atherogenic index.
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In previous studies, Sanchez-Rodriguez et al. [24] and Sanchez-Rodriguez et al. [25]
demonstrated that RDI and SDI led to extra virgin olive oil with similar or even higher
amounts of the main volatile. These results agreed well with those obtained in the cur-
rent study in the sense that both studies demonstrated that the applications of irrigation
strategies had no negative effects on the volatile profiles of olive oil.
Table 5. Volatile composition (mg 100 g~ olive oil) of ‘Arbequina’ olive oil samples obtained from a
super-high-density olive tree orchard. Data are the mean of two seasons, 2018 and 2019.
y v Irrigation Treatment
Compound RT (min) ¥ Rlgxp RlIp;t ANOVA *
To Ty T, T;
Ethanol 2.263 419 427 e 12.85at 7.10b 7.16b 7.87b
Acetic acid 3.383 680 660 ns. 3.14 3.65 3.83 1.96
3-Pentanone 4.381 737 703 n.s. 1.35 1.35 0.77 1.05
Propanoic acid 4.677 750 745 ns. 0.11 0.33 0.83 1.05
Hexanal 6.688 831 XXX n.s. 4.45 3.43 3.65 3.33
trans-2-Hexenal 8.903 904 854 e 91.67 a 70.69 b 56.08 c 96.28 a
trans-2-Hexen-1-ol 9.157 910 887 n.s. 47.22 47.46 38.06 43.98
4,8-Dimethyl-1,7-nonadiene 12.998 1000 - n.s. 1.67 1.72 1.70 2.54
Benzaldehyde 13.893 1017 961 » 2.05b 8.14a 147D 130b
3-Hexen-1-0l, acetate 14.579 1031 1009 n.s. 947 3.47 11.77 15.53
Hexyl acetate 14.806 1035 997 * 354a 0.35 ¢ 2.33b 477a
Hexanoic acid 15.571 1050 1010 n.s. 1.03 0.43 0.63 0.38
trans--Ocimene 16.005 1058 1050 ok 0.56 b 219a 0.61b 0.64 b
Benzyl alcohol 18.621 1109 1046 * 2.66a 0.15b 215a 0.99b
1-Octanol 18.967 1115 1068 n.s. 0.47 0.28 0.26 0.06
Acetophenone 19.628 1127 1065 - 0.27b 485a 0.43b 0.25b
Benzoic acid 27.670 1269 1210 ** 3.89a 1.04b 3.67 a 2.50b
Nonanoic acid 31.899 1354 1303 n.s. 1.24 1.98 1.98 1.05
Total e 188 a 159 b 137b 186 a
* n.s. = not significant at p > 0.05, *, ** and *** significant at p < 0.05, p < 0.01 and p < 0.005; ¥ Values followed by the
same letter, within the same row, were not significantly different (p > 0.05), according to Tukey’s least significant
difference test. ¥ RT = retention time; Rlgyp = experimental retention index; Rly;; = literature retention index.
3.6. Descriptive Analysis

The sensory profiles of the oils under study were established by a trained panel
(Table 6). Olive oils from the 2019 season had higher fruity and pungent intensities than
those obtain during the 2018 season. In general, water-stressed trees (T3 and T5) led to olive
oils with a higher intensity of the fruity, bitter and pungent notes compared to those of the
control samples, Ty. Previous studies reported that water stress in olive trees negatively
affected the attributes of “bitterness” and “pungent” [44]; however, this was not the case in
the irrigation treatments applied to the super-high-intensive ‘Arbequina’ orchard under
study, where water stress led to oils of even higher sensory quality than the control samples.
A similar trend has also been reported by Sanchez-Rodriguez et al. [25].

An important characteristic for the oils to be classified as “extra virgin” is the absence
of defects [27]. Regarding the overall defects presented in the samples under study (rancid,
moldy, oxidized, humid and others), none of the studied samples showed significant values
of the attribute “defect”.

Table 6. Sensory profile (fruity, bitter, pungent and overall defects) by the trained panel of ‘Arbequina’
olive oil samples obtained from a super-high-density olive tree orchard with deficit irrigation.
Factor Fruity Bitter Pungent Overall Defects ¥ Commercial Classification
ANOVA't
Season EE n.s. EE n.s.
Irrigation o w3 xR n.s.
Season X Irrigation A x* A n.s.
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Table 6. Cont.
Factor Fruity Bitter Pungent Overall Defects ¥ Commercial Classification
Tukey’s Multiple Range Test
Season
2018 41b 1.9 11b 0.0 EVOO ¢
2019 58a 22 31a 0.0 EVOO
Irrigation
To 40b 14D 12b 0.0 EVOO
T 46Db 21a 2.0ab 0.0 EVOO
T, 55a 23a 2.7a 0.0 EVOO
T3 57a 25a 25a 0.0 EVOO
Season X irrigation
2018 X Ty 3.2d 12b 04d 0.0 EVOO
2018 x Ty 42cd 2.0 ab 1.4 cd 0.0 EVOO
2018 x T, 41cd 1.9 ab 1.3 cd 0.0 EVOO
2018 X T3 5.1bc 2.7 a l4cd 0.0 EVOO
2019 X Ty 49 c 1.5ab 20c 0.0 EVOO
2019 x Ty 5.1bc 23 ab 2.5bc 0.0 EVOO
2019 X T, 7.0a 26a 42a 0.0 EVOO
2019 x T3 6.3 ab 2.2ab 3.5ab 0.0 EVOO

* n.s. = not significant at p > 0.05, ** and *** significant at p < 0.01 and p < 0.005; ¥ Values followed by the same

letter, within the same column and factor, were not significantly different (p > 0.05) according to Tukey’s least
significant difference test. ¥ Overall defects included musty, fusty and rancid. ¢ EVOO = Extra virgin olive oil.

4. Conclusions

This study showed the positive effects of deficit irrigation strategies on the total phe-
nolic content (TPC), variations in the fatty acid profiles, with an increase in the content
of oleic acid, as well as an improvement in the sensory profile, especially the fruity at-
tribute. Seasonal effect is another factor that can produce changes in olive oil composition.
Moreover, the irrigation treatment did not affect the antioxidant activity of ‘Arbequina’
oils, but the basic quality parameters were maintained or even improved compared to the
control. In addition, the yield of olive oil did not decrease when the applied volume of
irrigation water was lower than the control. Therefore, the application of deficit irrigation
techniques maintained or improved the quality and composition of olive oil coming from
super-high-intensive ‘Arbequina’ orchards without negatively affecting production.
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Abstract: Olive oil is one of the basic products in the Mediterranean diet, and, due to its nutritional
value, it is becoming more and more widespread in the world. Even though it has traditionally
been a rainfed crop, farmers are currently transforming their plantations into super-high-density
orchards to increase production. However, the increasingly acute drought in Mediterranean countries
forces the establishment of water control mechanisms that allow restriction the contribution of water
without undermining the properties of the products obtained. Under this concept, hydroSOS crops
and products arose. This study aims to analyze the influence of the application of deficit irrigation on
the olive oil obtained from the Arbequina and Arbosana varieties. The sensory parameters descriptive
profile and consumers satisfaction degree were measured using trained and consumers’ panels,
and the chemical parameters peroxide index, fatty acids, and volatile profile were analyzed using
the methods from the International Olive Oil Council and gas chromatography. The experimental
results showed that applying this type of irrigation leads to an oil that is more valued by consumers,
with a higher concentration of aromatic compounds related with a greener aroma (hexanol, trans-
2-hexen-1-ol, hexanal), a higher content of polyunsaturated fatty acids, and greater antioxidant
capacity. Deficit irrigation strategies led to environmentally friendly olive oil with high acceptance by
Spanish consumers.

Keywords: Olea europaea; Arbequina; Arbosana; consumer study; sensory analysis; hydroSOS

1. Introduction

Olive oil is one of the most recognized Spanish products worldwide. In 2021, the
olive grove harvested area in Spain occupied 2.62 million ha, representing 52% of the total
harvested surface in the European Union and 25% worldwide [1]. Olive production is
located mainly in the Mediterranean basin due to its good adaptation to climatic conditions
of this region [2]. The olive oil sector is a fundamental pillar in the Spanish agri-food
system, as indicated by the fact that the Spanish olive oil production accounts for 70% and
45% of European and world productions, respectively. Olive oil represents 93% of the total
olive production, with the other 7% belonging to table olives [3]. Olive oil consumption
has increased worldwide due to its beneficial health properties (e.g., healthy fatty acids
profile and high content of antioxidant compounds) [4]; this reputation has led the Food
and Agriculture Organization of the United Nations to recommended its consumption [5].

In last years, the olive oil cultivation system is suffering changes, from traditional
rainfed orchards to super-high-density orchards, which have high needs of irrigation
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water; this new type of olive orchards has been growing ~25% each year [6]. Super-high-
density orchards generate environmental problems, such as the lack of diversity because
local varieties are not well-adapted to this practice [7], or the increase in the demand for
irrigation water [8]. In this sense, different agricultural management strategies have been
developed to reduce the volume of irrigation water needed, but without jeopardizing the
oil yield, such as sustained deficit irrigation (SDI), which is based on a uniform water
restriction during the production cycle of the olive trees, and regulated deficit irrigation
(RDI), in which the water restriction is only applied in the less susceptible phenological
periods, such as pit hardening in the case of the olive trees [9]. These irrigation techniques
require precise irrigation control facilities, as well as knowledge of the different parameters
on which the irrigation water reduction can be applied, such as the evapotranspiration
coefficients [10].

In order to contribute to the United Nations Sustainable Development Goals, specifi-
cally, with goal n° 12 “Responsible consumption and production” [11], the hydroSOStain-
able brand was created by the Food Safety and Quality research group of the Miguel
Hernandez University to increase the visibility of producers that incorporate these irriga-
tion strategies. Sanchez-Bravo et al. [12] established an index to grant this brand correctly,
attending to different parameters, such as composition, climatological conditions, and
irrigation water consumption.

Several effects have been observed and reported in olive-based products when deficit
irrigation was implemented in their production. It is important to mention that the quality
of olive oil is measured using both the chemical and sensory information as defined by
the International Olive Oil Council. For instance, in olive oil, the reduction in irrigation
water has generated an increase in 0il yield and tocopherols content [13,14], maintaining
physicochemical and sensory quality [15,16]. Regarding table olives prepared by the
Spanish style method [17], effects on some morphological changes were observed [18], as
well as in their antioxidant activity and total phenolic content [9]. With this type of product,
a consumer study was carried out to know how deficit irrigation treatment could modify
consumers’ perception and preference, showing that the application of water stress did not
generate changes in the preference and liking of different sensory attributes [19].

Despite the high number of consumer studies already conducted using conventional
olive oil [20,21], there is still a lot of work to be performed to inform consumers about
the benefits behind the quality mark “hydroSOStainable products” and their opinion
when comparing products obtained using hydroSOStainable strategies with well-known
commercial oils highly accepted, bought, and used by consumers.

The aim of this study was to compare the consumers’ opinions, the sensory profiles,
and the main qualities and nutritional parameters of two hydroSOStainable olive oils (Arbe-
quina and Arbosana varieties) with a control sample (Arbequina conventional). To reach this
aim, the volatile composition, the fatty acids profile, and the antioxidant and total phenolic
content were analyzed using GC-MS, GC-FID, and spectrophotometry, respectively. In
addition, trained and consumer panels were used to evaluate the sensory profile and the
consumers’ liking for the three oils under study.

2. Materials and Methods
2.1. Olive Oil Samples

Three olive oil samples were obtained from Experimental Orchard “Finca La Matilla”
(Carmona, Seville, Spain: 37.429459, —5.725373). The orchard has a super-high density
(4.0 m x 1.5 m), and 60 trees organized in 3 lines (30 m) were used for each of the three treat-
ments evaluated. Climatic data were taken from the La Rinconada meteorological station.

This farm only had conventional irrigation for the Arbequina trees, while they had
changed to hydroSOStainable strategies in both Arbequina and Arbosana olive trees; these
are two of the most cultivated olives varieties in super-high-density cultivation. Thus, the
experimental design lacked an Arbosana control, but it was important to compare these
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three types of olive oil because they were cultivated in the same soil and under the same
climatic conditions.

A drip irrigation system was used, treatment was controlled independently, and
water was supplied based on calculated water needs. Stem water potential at midday ()
was weekly determined using a pressure chamber (PMS Instrument Company, Albany,
OR, USA) in 4 trees per irrigation treatment. The irrigation treatments were controlled
following the pressure chamber technique and the threshold value of midday stem water
potential—2.0 MPa during stage II [9]. Two irrigation treatments were applied:

V' conventional irrigation (control treatment), which had an optimum water status.
Trees were watered to supply 110% of crop evapotranspiration (ETc) [10]; a total of
498 L. m~2 were applied, and;

v" hydroSOS irrigation treatment, trees were under non-limited water conditions during
stage I (beginning of fruit development) and III (rehydration), while regulated deficit
irrigation (RDI) was applied during stage II pit hardening (70% of reduction in the
total water irrigation applied in the control treatment (349 L. m~2 were applied)).

Olives were harvested when commercial maturity was achieved. Then, olive oil was
produced using an olive mill model Frantoino Bio (Toscana Enologica Mori, Florence, Italy)
at 40-50 kg h~!, with an aqueous two-phase oil extraction system.

2.2. Consumer Study

A consumer study was carried out at Seville University with 96 olive oil consumers;
consumption of this product at least three times in a week was the only recruitment
requirement [17,19]. The questionnaire was virtual, using RedJade software (RedJade
Sensory Solutions, LLC); this software was also used to make the randomized serving
model, collect information, and conduct data processing. Each consumer evaluated the
three olive oil samples under study, each one codified with three-digit numbers. The
questionnaire was developed in three parts: (i) liking of different specific attributes (olive
oil odor, olive oil flavor, color, fruity, bitter, pungent, aftertaste, and global score) using
9-point scales (1 = dislike it extremely to 9 = like it extremely); (ii) how consumers evaluate
the intensity of attributes above mentioned, using 9-point Just About Right (JAR) scales,
where 1 = much too little, 9 = much too much, and 5 = just about right; and, finally,
(iii) preference questions that included a CATA (Check All That Apply) question to know
which attributes the consumer considered more important to decide whether a particular
olive oil was of quality and of their preference. Furthermore, all the participants had a
forced-answer question to know which sample was the most preferred and about their
purchase intention.

2.3. Descriptive Sensory Analysis

A descriptive sensory analysis of the olive oils under study was carried out by a trained
panel from the Food Quality and Safety research group at Miguel Herndndez University;
the panel analyzed the following positive attributes: fruity, maturity, floral, different types
of green flavor (artichoke, herbaceous and pepper), tomato, bitter astringent, and pungent.
Additionally, the sensory panel analyzed the most important negative attributes (oxidized,
rancid, fusty, musty, and muddy) in olive oil. This panel (5 males and 3 females) was trained
using oils with the most common defects (oxidized, rancid, fusty, musty, and muddy) in
one session before the test. The scale used ranged from 0 (no intensity) to 10 (extremely
high intensity) with 0.5 increments. Oil samples under study were presented in official
blue glass cups [22] at 28 °C, codified with three-digit numbers, and served to panelists in
random order generated by Red]ade software.

2.4. Quality Classification

Physico-chemical quality parameters of olive oils were determined using the meth-
ods recommended by the International Olive Council, IOC [23]. Three parameters were
analyzed: (i) free acidity index [24], (ii) peroxide index [25], and (iii) ultra violet extinction
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coefficients (K32, Ky79 and AK) [26]. All these analyses were conducted using a UVG1002E
UV-vis spectrophotometer (Helios, Cambridge, UK).

2.5. Volatile Compounds

Volatile compounds were isolated from the headspace of the EVOOs using the solid
phase micro-extraction (SPME) technique [27]. Ten mL of the sample was added in a
15 mL glass vial with 10 uL of 1000 ppm benzyl acetate solution as internal standard. A
DVB/CAR/PDMS 50/30 um fiber (Supelco Company, Bellefonte, PA, USA) was inserted
in the headspace for 60 min, and the sample was heated at 40 °C to simulate the mouth
temperature. The volatile compounds profile was obtained using a Shimadzu GC-2030
gas chromatograph coupled with a Shimadzu TQ8040 NX mass spectrometer detector. To
separate the compounds, a SLB-5 MS column (Teknokroma, Barcelona, Spain) of 30 m
length, 0.25 mm internal diameter, and 0.25 pum film thickness was used. The ramp
temperature of the oven was as follows: (i) oven started at 40 °C, maintained 3 min;
(ii), ramp of 5 °C min~! up to 100 °C; and (iii), ramp of 3 °C min~! up to 300 °C, maintained
for 3 min.

The parameters of the mass spectrometer were: mass range 35-350 m/z, scan speed
5000 amu s_l, event time 0.100 s, interface temperature 280 °C, and ion source temperature
230 °C. A commercial alkane standard mixture (C6-C20; Sigma-Aldrich, Steinheim, Ger-
many) was used to calculate the retention indexes. NIST 17 mass spectral and retention
index libraries were used for the identification of compounds. Only compounds with
spectral similarity >90% and with a deviation of fewer than 10 units of linear retention
similarity were considered correct hits [28].

2.6. Fatty Acids Profile

Olive oil fatty acids were methylated following the International Organization for
Standardization method [29]. The fatty acid C13:0 (0.04 mg mL~!) was used as internal
standard, and the fatty acid profile was determined using the methodology previously
reported by Garcia-Garvi et al. [27]. Briefly, methylated samples were injected in a Shi-
madzu GC-2030 gas chromatograph, equipped with a Supelco SP®-2380 capillary column
(length 60 m, internal diameter 0.25 mm, and film thickness 0.20 pm) coupled with a flame
ionization detector (FID). The temperatures of injector and detector were 250 °C and 260 °C,
respectively, and a 1:20 split ratio was used. Helium was used as carrier gas (28.4 cm s~!
linear velocity), and the make-up gas was nitrogen (40 mL min~!). The FID detector used
35 and 350 mL min~! of hydrogen and air, respectively. The oven temperature program
started at 70 °C and finished at 250 °C, increasing at a rate of 3 °C min~!, and maintained
the final temperature for 3 min. Identification of fatty acids methyl esters (FAMEs) was
conducted by comparing retention times of sample compounds with those of the FAME
Supelco MIX-37 standards (Supelco Company, Bellefonte, PA, USA).

2.7. Total Antioxidant Activity and Total Phenolic Content

The total phenolic content (TPC) and antioxidant activity (AA) were analyzed with
the same olive oil extract, according to Garcia-Garvi et al. [27] method. Briefly, 3 g of
olive oil was shaken for 2 min with 5 mL of extractant (methanol/water (80:20, v:v)), and
the hydrophilic phase was filtered through 0.45 p regenerated cellulose filters (25 mm,
Sartorius, Madrid, Spain). This action was carried out twice with the lipophilic phase
of each sample, and both hydrophilic phases were mixed and evaporated in a rotatory
vacuum evaporator at 35 °C. The residue was recovered with 1.5 mL of methanol.

Total phenolic content (TPC) was determined using the Folin—Ciocalteu method [30],
expressing results as mg gallic acid equivalents (GAE) L~ of olive oil. The antioxidant
activity was measured by two methods: ABTS*® [2,2-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-
sulfonic acid)] and DPPH® (2,2-diphenyl-1-pirylhydrazyl) [31], expressing results as mmol
Trolox eq L™! of olive oil. All these analyses were conducted using a UVG1002E UV-vis
spectrophotometer (Helios, Cambridge, UK).
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2.8. Statistical Analysis

The processing of the results was initially carried out with one-way analysis of variance
(ANOVA) followed by Tukey’s multiple range test. Differences were considered statistically
significant at p < 0.05. Penalty analysis was also conducted for affective data; it is a method
that helps interpreting the data of the JAR analysis, describing how close to the optimal is
the intensity of key sensory attributes, according to the consumers’ opinion. The software
used to perform the statistical analyses was XLSTAT Premium 2016 (Addinsoft, New York,
NY, USA).

3. Results and Discussion
3.1. Consumers Study

The results of the satisfaction degree of the consumers with the key sensory attributes
of olive oils together with their overall liking are presented in Table 1. Eight positive
descriptors (e.g., fruity) were analyzed, and significant differences were found in all of
them. A trained panel evaluated the three oils under study and concluded that no defects
were present; thus, defects were not included in the affective study. Consumers showed a
higher satisfaction degree for all the studied descriptors in the Arbequina hydroSOS oil; the
highest differences were found for the olive oil’s odor (1.4 points of difference) and olive
oil’s color (2 points of difference).

Table 1. Consumers liking values of key sensory attributes of the olive oils under study.

Sensory ANOVA + Arbequina Arbequina Arbosana

Attribute Conventional HydroSOS HydroSOS
Olive oil odor ook 5404 687 6.0P
Olive oil flavor ok 55b 6472 5.8 ab
Fruity * 5.0P 592 5.6 2P
Bitterness * 46° 559 5.0b
Pungent * 46° 5542 5.3ab
Aftertaste * 53b 632 5.8 ab
Olive oil color * 51P 712 6.6%
Overall liking ** 53P 6.3 5.8 b

f,#, ** and ** significant at p < 0.05, p < 0.01 and p < 0.001, respectively. ¥ Values followed by the same letter,
within the same row and factor, were not significantly different, according to Tukey’s least significance test.

Consumers showed a higher preference for the two hydroSOS oils, with 46% of
the consumers preferring the Arbequina sample compared to 30% of them preferring the
Arbosana and only 24% preferring the control sample. The IOC does not consider the oil
color as a quality parameter, and thus they do not incorporate the descriptor “color” in
their tasting questionnaire. However, there is no doubt that color is an important descriptor
for the characterization of an oil, and it is also important for consumer opinion and their
purchase intentions [23]. It is important to note that the two hydroSOS samples had higher
satisfaction values compared to the control sample. The color was considered by consumers
as the second most important sensory parameter (55%, indicated that color was a key factor
for them in deciding whether they liked the sample) in driving their satisfaction on the
olive oil, just after the characteristic oil flavor (85%), and was very close to aftertaste (52%).

The penalty analysis (PA) test is a sensory data analysis to identify the potential
directions for the improvement of products, i.e., it helps in determining attributes that can
be improved to satisfy consumer demands and needs. Considering the results of this test,
the best EVOO was the Arbequina hydroSOS oil (B); consumers only thought that it was
slightly too bitter. However, for the control sample (Arbequina conventional, A), more than
30% of consumers considered color, odor, flavor, bitterness, fruity, and aftertaste to have
lower intensities than expected. Finally, the Arbosana hydroSOS oil (C) was also penalized
by consumers for having low odor, flavor, fruity, aftertaste, and having too much bitterness
(Figure 1).
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Figure 1. Penalty analysis (x-axis: effect on the average; y-axis: percentage of consumers) of conven-
tional Arbequina (A), hydroSOS Arbequina (B), and hydroSOS Arbosana (C) extra virgin olive oils.
Blue (-) and red (+) colors are used for those attributes having too low or too high intensity, according
to consumer opinion.

3.2. Descriptive Sensory Analysis

There were statistically significant differences in six out of the eleven attributes evalu-
ated (Table 2). In general, the hydroSOS olive oils had higher intensities of tomato flavor
and higher pungencies but lower bitterness compared to the control sample. The Arbequina
hydroSOS oil had the lowest value of fruity (3.0) while the Arbosana hydroSOS oil had the
highest intensity of ripeness (6.6). Ripe oil flavors are related to the highest ripening state
of olive oils at the moment of the oil extraction and remind consumers about ripe olives.

In previous studies, no significant effects of the irrigation treatment on the sensory
profile of olive oils were found [32,33]; these differences can be due to, among other
factors, the intensity of the water stress generated in the olive trees or the time when water
restriction was applied.

The trained panel did not find any defects (oxidized, rancid, fusty, musty, and muddy)
in the samples under study. Considering this sensory information, the samples under study
can be classified as extra virgin olive oils (EVOOs).
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Table 2. Descriptive sensory profiles of the olive oils under study as described by a trained panel; a
scale from 0 (no intensity) to 10 (extremely high intensity), with increments of 0.5, was used.

. Arbequina Arbequina Arbosana

Sensory Attribute ANOVA'! Convethional Hydr[z)SOS HydroSOS
Fruity ** 3.84 3.0P 3.82
Maturity: Green > 492 5.0% 34°b
Maturity: Ripe * 51b 5.0P 6.62
Floral N.S. 0.1 0.2 0.1
Green (artichoke) N.S. 0.4 0.1 0.2
Green (herbaceous) N.S. 0.2 0.2 0.1
Green (pepper) N.S. 0.2 0.9 0.1
Tomato * 0.5P 114 142
Bitter ** 142 0.5 05°
Astringent N.S. 0.1 0.1 0.1
Pungent * 1.0° 152 192
Oxidized N.S. 0 0 0.1
Rancid N.S. 0 0 0
Fusty N.S. 0 0 0
Musty N.S. 0 0 0
Muddy N.S. 0 0 0
Commercial Classification EVOO EVOO EVOO

' N.S. not significant at p > 0.05. * and ** significant at p < 0.05, 0.01, and 0.001, respectively. ¥ Values followed by
the same letter, within the same row, were not significantly different, according to the Tukey’s least significant test.

3.3. Quality Parameters

All of the samples were classified as Extra Virgin Olive Oil (EVOO) because they
met all IOC requirements (International Olive Council) regarding commercial category
regulation [23] (Table 3). The experimental values of the free acidity (expressed as % of
oleic acid) showed that Arbequina conventional olive oil had the highest value, 0.485%, and
both hydroSOS samples had lower values (0.212% and 0.281%). This quality parameter was
related with the oil extraction process [34], ripeness stage of olives, and stability against
oxidation [35], and the IOC maximum threshold was 0.8% for the EVOOs category. Other
authors showed that deficit irrigation strategies could cause slight decreases on the amount
of free fatty acids, which are linked to the free acidity [13,32].

Table 3. Commercial quality parameters established by International Olive Council for olive oils.

Arbequina Arbequina Arbosana
+
Parameters ANOVA Conventional HydroSOS HydroSOS Values I0C
Free acidity (%) * 0.485 a4 0.212b 0.281b <0.8
Peroxide Index " b a b

. . <
(meq O, Kg—) 13.67 16.46 13.40 <20
Koz * 1.28b 1.452b 2.062 <25
K70 N.S. 0.066 0.066 0.046 <0.22
AK N.S. —0.012 0.003 0.006 <0.01
Commercial AOVE AOVE AOVE AOVE
Classification

* N.S. not significant at p > 0.05. * significant at p < 0.05. ¥ Values followed by the same letter, within the same
row and factor, were not significantly different, according to the Tukey’s least significant test. IOC: International
Olive Council.

The peroxide index, a quality parameter related to the occurrence of damaged olives,
initial oxidation [36], and /or incorrect extraction process [37], showed significant differ-
ences among the studied oils; the maximum allowed values were set at 20 meq O, kg~ !. In
this sense, all samples were below this threshold, with the Arbequina hydroSOS oil having
the highest value (16.46 meq O, kg™ 1). Servili et al. [38] determined that the application of
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deficit irrigation generated only minor changes in peroxide value, not affecting significantly
to the classification of the obtained oils.

The ultraviolet extinction coefficients (K3, Koy and AK) were affected by the storage
conditions [39]. In this way, K3, was related with primary oxidation, produced by the
generation of hydroperoxides of linoleic acids, conjugated dienes, and carboxylic com-
pounds, while Ky79 was related with to the secondary oxidation produced by the generated
conjugated trienes [40]. For an olive oil to be considered as EVOO, the maximum values
set by IOC for these parameters (Kp32, Ko7, and AK) were 2.50, 0.22, and 0.01, respectively.
In this case, only statistically significant differences were found for the K3, parameter,
although all values were below the previously mentioned IOC threshold. Similar results
were previously reported by Garcia-Garvi et al. [27].

3.4. Volatile Compounds

Volatile compounds are responsible for key positive aromas and flavor notes of EVOO,
including fruity, floral, green, and tomato [27,41]; however, they are also responsible for
the defects, if present. In this case, eleven volatile compounds were found in the olive oils
under study, with four of them having significant differences (Table 4).

Table 4. Volatile compounds profile obtained by GC-MS in olive oil (mg 100 mL~1).

Compound Sensory Descriptor [42,43] ANOVA * Cfggzzltliigzal S;Zerzlggg }I;‘;‘gﬁggﬂs
Hexanal Green apple * 51.59 % 1020 1162
trans-2-Hexenal Bitter almonds, green fruity * 332°P 339b 369 2
trans-2-Hexen-1-ol Grass, astringent, bitter ** 164 P 1994 2022
1-Hexanol Fruity * 576 P 6882 6952
2,4-Hexadienal Fresh, green, floral N.S. 1.78 1.89 1.68
Hexanoic acid Sweet, rancid, sour N.S. 1.03 0.59 0.72
cis-3-Hexen-1-ol acetate Green, fruity N.S. 125 119 122
Hexyl acetate Green, apple, fruity N.S. 354 35.05 33.3
Limonene Citrus N.S. 9.06 8.88 11.86
Nonanal Nutty, citrus N.S. 8.01 8.93 8.37
Ethyl dodecanoate Waxy, floral, fruity N.S. 0.29 0.23 0.19

TOTAL * 1305 P 1501 2 1559 2

¥ N.S. not significant at p > 0.05. * and ** significant at p < 0.05 and 0.01, respectively. ¥ Values followed by
the same letter, within the same row and factor, were not significantly different, according to the Tukey’s least
significance test.

The control sample (Arbequina conventional) had the lowest total concentration
(576 mg 100 mL~!), while both of the hydroSOS EVOOs had higher and equivalent val-
ues. Bubola et al. [13] concluded that different irrigation strategies significantly changed
the volatile profile of Croatian olive oils. Similar results have been also reported by
other authors [13,27,33]. The four predominant compounds were (in order of abundance):
1-hexanol, trans-2-hexenal, trans-2-hexen-1-ol, and cis-3-hexen-1-ol acetate.

In all samples under study, 1-hexanol was the most abundant compound, and it is one
of the compounds contributing to the fruity character of the EVOOs [42]. 1-Hexanol, trans-
2-hexenal, and trans-2-hexen-1-ol were more abundant in both hydroSOS EVOO, especially
in the Arbosana one. trans-2-Hexenal and trans-2-hexen-1-ol were mainly associated with
green fruity and green grass flavor notes [15,42], respectively.

3.5. Fatty Acids Profile

Thirteen fatty acids were found in samples under analysis (Table 5). The predominant
fatty acid was oleic acid (C18:1 ¢9), as expected, with contents ranging from 61.68 and 70.31%
in Arbequina hydroSOS and conventional oils, respectively; these values of oleic acid were
similar to those previously reported in oils from the same variety [44,45]. At the same time,
Arbequina hydroSOS had the highest concentrations of palmitic acid (C16:0) and linoleic
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acid (C18:2 n6c¢). Some authors evaluated the effects of climatic and agricultural practices
such as irrigation on fatty acid profiles [32,44,45], and the most affected compounds were
the oleic and palmitic acids. To avoid fraudulent mixtures with other oil types, the IOC
established the maximum and minimum contents of each fatty acid in EVOOs [23]. In this
sense, oleic acid must be between 55% and 85%, palmitic acid between 7% and 20%, and
linoleic acid between 2.5% and 21%. All three olive oils under analysis here had fatty acid
concentrations within these official limits.

Table 5. Fatty acids profile of olive oils.

. Arbequina Arbequina Arbosana
t
Fatty Acid ANOVA Conventional HydroSOS HydroSOS
C14:0 N.S. 0.01 0.02 0.01
C16:0 ot 13.28 ¢# 17.432 16.74 P
C16:1 c9 * 0.13P 0.142 0.067 ¢
C16:1 ¢9 1.22b 1.532 1532
C17:0 * 0.08°¢ 0152 0.182
C17:1 0.16¢ 0.28" 0352
C18:0 ot 2532 1.86 ¢ 2.15b
C18:1 9 70.312 61.68 ¢ 66.92 b
C18:1t11 o 2.10P 3.174 2854
C18:2 néc ek 9.39°P 12.702 8.29°¢
C18:3n3 0.39¢ 0.612 0.44P
C20:1 n9 N.S. 0.30 0.33 0.31
C22:0 N.S. 0.11 0.12 0.16
SFA 16.01° 19.572 19.242
MUFA ¢ 74212 67.12b 72.032
PUFA 9.78 P 13.312 8.73P

*N.S. not significant at p > 0.05. *, **, and *** significant at p < 0.05, 0.01, and 0.001, respectively. ¥ Values followed
by the same letter, within the same row, were not significantly different, according to the Tukey’s least significant
test. SFA: saturated fatty acids; MUFA: monounsaturated fatty acids; PUFA: polyunsaturated fatty acids.

Monounsaturated fatty acids (MUFAs) were the most abundant family in the three
samples under study, with the Arbequina hydroSOS oil having the lowest total content of
67.12%. However, this same sample had the highest content of polyunsaturated fatty acids
(PUFAs), which compensated for the decrease in MUFAs. These two families (MUFAs
and PUFAs) are related with several health benefit characteristics of the Mediterranean
diet, such as neuronal mitochondrial protection [46]. On the other hand, in this particular
case, the application of a deficit irrigation strategy in a super-high-density olive orchard
significantly increased the content of saturated fatty acids (SFAs).

3.6. Antioxidant Activity and Total Phenol Content

The antioxidant activity of the oils under analysis are shown in Table 6, and statistically
significant differences were found for both studied methods: ABTS* and DPPH®. In general,
the experimental values found in the current study were similar to those reported by other
authors in olive oils obtained from Arbequina [27,47] and other olive varieties [44]. Arbequina
hydroSOS showed the highest values of both methods, although differences were only
significant for ABTS*, implying that water stress in Arbequina olive trees could produce an
increase in the antioxidant activity of the final olive oils.

In a similar way, the Arbequina hydroSOS olive oil had the highest value of the TPC
(111 mg GAE L™!). This increment could be due to a defensive strategy against hydric
stress generated by the deficit irrigation applied, as has been previously observed and
reported by other authors [48]. Furthermore, it is necessary to mention that it has been
clearly demonstrated that the accumulation of phenolic compounds can be influenced by
climatic conditions and/or agricultural practices, including the implementation of deficit
irrigation strategies [49,50].
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Table 6. Antioxidant activity and total phenolic obtained in olive oils.

Arbequina Arbequina Arbosana
'

ANOVA Conventional HydroSOS HydroSOS
ABTS* (mmol Trolox L~1) o 0.273 bt 0.402 2 0.275"
DPPH® (mmol Trolox L=1) * 0.407 b 0.5152 0.347°
TPC (mg GAE L) 4 90.3b 1112 76.1b

*, ** significant at p < 0.01. ¥ Values followed by the same letter, within the same row, were not significantly
different, according to the Tukey’s least significant test. TPC: Total phenol content.

4. Conclusions

HydroSOS olive oils had higher concentrations of key volatile compounds
(e.g., 1-hexanol and trans-2-hexen-1-ol) determining oil greenness. Additionally, these
environmentally friendly oils had higher antioxidant capacities in the products due to their
higher total polyphenol contents and their contents of polyunsaturated fatty acids. Finally,
this study demonstrated that consumers like hydroSOS olive oils due to adequate intensi-
ties of fruity, the characteristic olive oil odor and flavor, and aftertaste. It can be stated that
deficit irrigation applied to olive cultivation can save an important volume of water (~30%
of applied water) and has demonstrated to produce extra virgin olive oils of a good quality
that are highly appreciated by consumers. This information is essential to: (i) demonstrate
that consumers appreciate hydroSOStainable products, (ii) convince more farmers of the
potential of these products, and to start implementing deficit irrigation strategies.
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