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Résumé : 

Plusieurs méthodes pysico-chymiques ont été 

adoptées  pour la détermination des orthodiphénols 

dans l’huile d’olive mais elles n’ont jamais été 

sujet d’une validation normalisée. Le présent 

travail a pour objectif la validation d’une méthode 

d’extraction des orthodiphénols dans l’huile 

d’olive ainsi que leur  dosage après réaction avec 

molybdate et mesure d’absorbance selon la Norme 

Française  NF 90-210 Mai 2009, basée sur l’étude 

de la fonction d’étalonnage. Les résultats obtenus 

déclarent la méthode valide et fiable pour la 

détermination des orthodiphénols dans l’huile 

d’olive à λ=370 nm. Les résultats préliminaires de 

la validation à λ=420 nm sont présentés et 

interprétés. 

MOTS CLÉS : Validation; NF T 90-210, huile 

d’olive vierge; orthodiphénols; molybdate; 

absorbance.   

Abstract:  

Several physical and chemical methods were 

adopted for the determination of orthodiphenols in 

olive oil but they have never been subject to 

validation. This work aims to validate a method for 

extracting orthodiphenols in olive oil and their 

determination after reaction with molybdate and 

absorbance measurement according to French 

standard NF 90-210 May 2009, based on the study 

of the calibration function. The results reported 

valid and reliable method for the determination of 

orthodiphenols in olive oil at λ = 370 nm. 

Preliminary results of the validation to λ = 420 nm 

are presented and interpreted. 

 

KEYWORDS: Validation, NF T 90-210, virgin 

olive oil; orthodiphenols; molybdate; absorbance.

 

 

Introduction 
 

L’huile d’olive occupe une place importante dans 

l’alimentation traditionnelle [1] des pays 

méditerranéens. Elle est dotée d’une grande 

richesse en composés phénoliques qui lui confèrent 

ses qualités organoleptiques et nutritionnelles [2].  

 

 

 

 

 
L’extrait de l’huile d'olive hydrophile contient un 

grand nombre des composés phénoliques 

comprenant; les phénols simples, les lignanes [3.4], 

qui présentent des propriétés antioxydantes [5.6]. 

L'activité antioxydante la plus élevée est  

   Article original 
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généralement attribuée à ceux ayant des 

structures o-diphénoliques [7]. Par ailleurs, les 

polyphénols importants tels 

que l’oleuropéine ont une structure o-diphénolique 

et sont des marqueurs importants pour le 

stockage et la préservation des produits oléagineux 

[8]. En fait, les o-diphénols sont facilement 

oxydés au cours des longues durées ce qui sera à 

l’origine de la mauvaise conservation de l’huile 

d'olive. Les o-diphénols ont été également 

signalés à jouer un rôle important dans la 

 protection contre les dommages du stress 

oxydatif du système biologique [9]. 

Le développement des méthodes analytiques pour 

la détection sélective de la  fraction antioxydante 

est rendu important pour la valorisation 

alimentaire. Différentes études ont été rapportées 

dans la littérature pour le développement des 

méthodes d'analyse, d'isolement et d'identification 

des polyphénols dans les olives et les huiles 

d'olives [10-16]. 

Ainsi  la détermination des critères physico-

chimiques recommandés par les  normes nationales 

et internationales  n’est plus suffisante pour évaluer 

la  qualité d’une huile d’olive, le dosage de la 

fraction phénolique devient  de  plus en plus 

important bien que non réglementaire à ce jour.  

Toutefois, plusieurs études ont rapporté que parmi 

les composés phénoliques, ce sont les 

orthodiphénols, notamment l’hydroxytyrosol et 

l’acide caféique, qui sont les antioxydants les plus 

puissants dans une huile d’olive [17]. 

Diverses méthodes ont été adoptées pour le dosage 

des orthodiphénols ; mais elles sont spécifiquement 

peu nombreuses. On peut citer, La 

chromatographie en phase liquide à haute 

performance HPLC au moyen d’un révélateur UV 

[18], l’électrochimie basée sur l’oxydation des o-

diphénols en présence du molybdate de Na sur 

électrode à base de carbone [7] et la  méthode 

colorimétrique  qui est basée soit sur la nitration 

des o-, m- et p-diphénols avec le nitrite [19.20], 

soit sur la formation d’un complexe spécifique 

entre les o diphénols et les ions molybdate [21.22]. 

Les protocoles analytiques pour le 

dosage colorimétrique des orthodiphénols ont été 

déterminés pour la première fois par Pridham, J.B 

(1963) [23] qui a mis en évidence la réaction qui 

s’établie entre les ions molybdate et les o-

diphénols, suivie par R. N. Soni et M. Bartusek 

(1971) [22] qui ont étudié les différentes formes 

des complexes formés entre le molybdate et les 

orthodiphénols tels que (l’acide férulique et l'acide 

caféique [24-7]) pour former [MoO2L2]
2
. Vient 

ensuite Gutfinger (1981) [25] qui a appliqué cette 

méthode spectrophotométrique à λ 350 nm pour le 

dosage des o-diphénols dans l’huile d’olive [26]. A 

ce jour, cette méthode n’a jamais été sujet d’une 

validation normalisée.  

Le présent travail a pour objectif la validation 

d’une méthode d’extraction des orthodiphénols 

dans l’huile d’olive ainsi que leur dosage par 

spectrophotométrie selon la Norme Française  NF 

90-210 Mai 2009 [27], basée sur l’étude de la 

fonction d’étalonnage; la limite de quantification et 

de détection; l’étude des rendements et  

l’exactitude. Cette norme fait suite à l’enquête 

relative à la révision de la norme XP T 90-210 

(1999) pour la validation des méthodes d’analyse 

physico-chimiques appliquées au domaine de l’eau. 

Mais elle peut être aussi un sujet de différents 

domaines comme celui des produits de la pèche 

[28]. Pour notre étude on est intéressé au domaine 

oléicole, spécifiquement les huiles d’olive. 

 

Matériel et méthodes 

I.Matériel et Réactifs   
Spectrophotomètre, HACH LANGE, DR 2800, 

Allemagne ; 

Cuvette cylindrique en verre,  d’un diamètre de 2.5 

cm, et d’un volume de 25 mL; 

Ampoule à décantation de 150 mL. 

Tous les réactifs utilisés dans ce travail sont de 

qualité analytique.  

II. Procédures  
II.1. Extraction des phénols  
 

Pour extraire les orthodiphénols nous avons utilisé 

la méthode suivante : 

25 g de l’huile d’olive extra vierge sont dissoutes 

dans 25 mL d’Hexane, dans une ampoule à 

décantation, le mélange est agité vigoureusement 
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pendant 15 minutes, puis on ajoute 3*15 mL de la 

solution méthanolique (méthanol/eau; 3/2), la 

phase méthanolique est récupérée dans une fiole 

jaugée de 50 mL puis compléter avec de l’eau 

distillée. 

II.2.Dosage des orthodiphénols selon la méthode 

UV 

A 20 mL de la solution extraite sont ajoutés 5 mL 

d’une solution de molybdate d’ammonium 

dihydraté 5%, qui nécessite un blanc réactif, 

ensuite sur 20 mL de solution extraite on ajoute 5 

mL d’une solution à base du méthanol/eau (v/v).  

Le mélange est agité vigoureusement et après 15 

minutes, l’absorbance des solutions phénoliques est 

mesurée à 370 nm.  

La droite d’étalonnage est obtenue en utilisant une 

solution mère d’acide caféique à 5 mg/50 mL, 

diluée 10 fois dans l’eau distillée et utilisée pour 

préparer les étalons. A chaque niveau de 

concentration en acide caféique (n=5) est ajouté 5 

mL d’une solution de molybdate d’ammonium 

dihydraté 5%, puis on complète  avec une solution 

méthanolique (v/v)  jusqu’au trait de la fiole jaugée 

de 25 mL. 

L’absorbance des étalons de chaque niveau de 

concentration, est mesurée à 370 nm contre un 

blanc réactif (méthanol/eau, molybdate). Par contre 

l’absorbance des extraits est mesurée contre un 

blanc échantillon (méthanol/eau, extrait). 

Pour fortifier les échantillons, 5 mL de solution 

standard d’acide caféique (0.5 mg/50 mL) sont 

ajoutés à 25 g de l’huile d’olive lampante, qui date 

depuis 2002, et qui ne contient pas des 

orthophenols, sont dissoutes dans 25 mL d’Hexane, 

dans une ampoule à décantation, le mélange est 

agité vigoureusement pendant 30 minutes, puis on 

ajoute 3*15 mL de la solution méthanolique 

(méthanol/eau; 3/2), la phase méthanolique est 

récupérée dans une fiole jaugée de 50 mL puis 

compléter avec de l’eau distillée. 

Tous les calculs statistiques (les grandeurs 

retrouvées, la moyenne des biais, l’écart type des 

biais,...) sont réalisés en utilisant Excel       

2007 qui est une marque commerciale de 

Microsoft. 

III. Résultats et discutions 

I. Etude de spectre d’absorbance du 

complexe o diphénols -molybdate 
Les spectres d'absorbance de l’acide caféique, de 

l’hydroxytyrosol et du tyrosol, ont été collectés à 

l'aide d'un  spectrophotomètre à différentes 

longueurs d’ondes allant de 350 à 450 nm (figure 

1).  
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Figure 1:Absorbance de l’acide caféique (figure 

1; A), de l’hydroxytyrosol (figure 1; B),   de 

tyrosol (figure 1; C) et de l’extrait de l’huile 

d’olive extra vierge (figure 1; D)  en présence  et 

en absence de molybdate d’ammonium à 

différentes longueurs d’ondes 

 

L’acide caféique (figure 1; A) a affiché un large 

spectre, et une absorbance relativement 

intense quand il est additionné de molybdate 

d’ammonium. Cependant, en absence du  

molybdate d’ammonium, on a constaté 

que l’absorbance du spectre a sensiblement 

diminué.  

D’après cette figure, on observe que le réactif 

molybdate seul absorbe à 350 nm, ce qui nous a 

permis de déduire que cette longueur d’onde est à 

éviter. L’absorbance du molybdate d’ammonium, 

commence à s’annuler relativement vite à partir de  

370 nm, grâce à cette constatation nous avons 

décidé de travailler à une longueur d’onde 

supérieure ou égale à 370 nm. La même 

interprétation et également valable pour 

l’hydroxytyrosol (figure 1;B). 

Cependant, le tyrosol (figure 1; C) n’a montré 

aucune absorbance quand il est additionné du 

molybdate d’ammonium, c’est pour cette raison 

que la figure 1; C indique qu’il n y a aucune 

réaction qui peut avoir lieu entre le molybdate et le 

tyrosol. D’après cette figure, on constate que les 

phénols, spécifiquement le tyrosol, n’absorbent pas 

dans la gamme étudiée de longueur d’ondes (350 à 

450 nm). Ce qui justifie que la méthode 

spectrophotométrique en utilisant le réactif du 

molybdate semblait être spécifique pour le dosage 

des orthodiphénols. 

L’absorbance de l’extrait (figure 1; D) peut être 

déterminée dans toutes les longueurs d’ondes du 

spectre allant de 350 à 450 nm. L’extrait 

additionné du molybdate d’ammonium a affiché 

une absorbance  entre 410 et 430 nm, qui 

correspond à une coloration jaune plus ou moins 

intense.  

 

On observe que plus on va vers les faibles 

longueurs d’ondes, l’absorbance de l’extrait ainsi 

que celle des orthodiphénols devient plus élevée. 

Cependant, il est déconseillé d’effectuer la mesure 

de l’extrait à 370 nm avec un blanc réactif 

seulement. On doit tenir compte dans les calculs de 

la valeur du blanc extrait dont l’absorbance ne 

devient négligeable qu’à partir de 410 nm, d’où 

l’intérêt d’effectuer le dosage à cette longueur 

d’onde. Toutefois les sensibilités sont faibles par 

rapport à celles mesurées à 370 nm. En effet nos 

résultats montrent qu’une absorbance de 0.100 de 

l’extrait à 370 nm correspond à 0.82 mg/L en acide  

caféique, par contre l’absorbance de 0.100 en 

extrait à 420 nm  correspond à 1.95 mg/L en acide 

caféique. Donc on peut proposer de travailler avec 

un simple colorimètre équipé de filtre d’environ 

420 nm pour effectuer le dosage des extraits riches 

en orthodiphénols. Par contre, pour les échantillons 

très pauvres en o-diphénols le choix de λ=370 nm 

est vivement recommandé. 

 

II. Protocole d’évaluation des performances de 

la méthode de dosage à λ= 370 nm  

 

Les orthodiphénols forment un groupe de 

composés  qui se différencient, par l’enchaînement 

des noyaux aromatiques, par le nombre et par la 

position des fonctions hydroxyles,  ainsi que par la 

présence de substituant non phénolique de nature 

diverse. L’absorbance des orthodiphénols à 370 

nm, a montré que ces composés sont dotés d’une 

grande sensibilité (Figure 2), en comparaison avec 

les autres composés phénoliques simples, ces 

composés ont été préparés à des concentrations 

allant de 4 mg/L à 80 mg/L. 
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Figure 2: Comparaison de la sensibilité des o-

phénols et des phénols par rapport à la réponse de 

l'acide caféique qu’on lui a attribué 100% 

 

Parmi les paramètres exigés pour le dosage 

spectrophotométrique, il y a le choix judicieux des 

étalons et des longueurs d’ondes qui ont été 

adoptés selon différents auteurs (Tableau 1). 

Toutefois, la majorité des études sont basées sur 

l’utilisation de l’acide caféique comme étalon et 

sur  une absorbance de 370 nm. Il est à noter que le 

Conseil Oléicole International a adopté à titre 

provisoire cette méthode spectrophotométrique 
[18]. 

Tableau 1: Étalons et λ de mesure des 

orthodiphénols 

Étalons λ mesure 

nm 

Références 

Ac. gallique 370  [29] 

Ac. caféique 350 [25] 

Ac. caféique 350 [30] 

Ac. gallique 370 [31] 

Ac. caféique 370 [32-33] 

Ac. caféique 370 [34] 

Ac. caféique 350 [35] 

Ac. caféique 370 [36] 

Ac. gallique 370 [37-39] 

Ac. gallique 370 [40] 

Ac. caféique 370 [41] 

Ac. gallique 370 [42] 

Ac. caféique 370 [43] 

Ac. caféique 370 [44] 

Ac. caféique 350 [45,46] 

Ac. gallique 370 [47] 

Ac. caféique 370 [48] 

Ac. caféique 370 [49] 

Ac. caféique 370 [50-53] 

II.1. Validation de la méthode 

spectrophotométrique à λ=370 nm selon la 

norme NF T 90-210 

II.1.1. Etude de la fonction d’étalonnage : plan 

d’expérience de type A 

Le plan d’expérience de type A permet d’évaluer la 

fonction d’étalonnage, cinq étalons indépendants 

sont préparés pendant 5 jours (p=5), dans les 

conditions de répétabilité (tableau 2).  
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Tableau 2: Signal obtenu en Mili absorbance à 

(λ = 370nm) sur des étalons préparés à des jours 

différents pour l’évaluation d’une fonction 

linéaire de type y = a x + b 

 

L’ordonnée à l’origine « b » et la pente « a » sont 

estimées lors de chaque jour d’étalonnage et 

permettent de calculer les grandeurs retrouvées de 

chaque étalon (   = 
   

 
). 

Les grandeurs théorique et  grandeurs retrouvée 

sont calculés est représentés dans la figure 3. 

Figure 3: Représentation graphique des 

grandeurs retrouvées par rapport aux grandeurs 

théoriques à 370 nm. 
Les valeurs correspondantes aux biais relatifs par 

rapport aux valeurs théoriques sont mentionnées 

dans le tableau 3, on constate d’après le tableau 

que la valeur maximal obtenue comme erreur 

correspond à 16%. 

Tableau 3: Biais relatifs  par rapport aux 

valeurs théoriques 

Différents 

jours 

Niv1 

0.8 

mg/L 

Niv2 

1.6 

mg/L 

Niv3 

2.4  

mg/L 

Niv4 

3.2 

mg/L 

Niv5 

4 

mg/L 

23-03-2012 7,5% 

 

2,6% 

 

 

-8 % 

 

0,6% 1,8% 

 

 

24-03-2012 4,3% 

 

1,7% 

 

0,8 % 

 

-8,1% 

 

4,4% 

 

26-03-2012 5,9% 

 

2,4 % 

 

-3,3% 

 

-4,5% 

 

3,5% 

 

27-03-2012 -16 % 

 

7,2% 

 

3,4% 

 

0,1% 

 

-1,8% 

 

28-03-2012 -16% -4,1% -8,9% -2,3% -3,1% 

 

1.Etude de la fonction d’étalonnage de la 

méthode d’analyse avec un test d’adéquation 

 

Le tableau 4 indique que le critère calculé est égal 

à 1.42, et la valeur critique de Fisher avec un risque 

de 1%, F (5 ; 20 ; 1%) est égale à 4.10. On constate 

que le critère observé est inférieur à la valeur 

critique. 

Tableau 4: Test d’adéquation au modèle 

d’étalonnage à 370 nm 

 

En conclusion, la fonction d’étalonnage peut être 

validée sur le domaine étudié avec un risque de 

1%, car l’erreur de modèle est significativement 

négligeable par rapport à l’erreur expérimentale 

observée. 

jours Ni

v1 

0.8 

mg

/L 

Ni

v2 

1.6 

mg

/L 

Ni

v3 

2.4  

mg

/L 

Ni

v4 

3.2 

mg

/L 

Ni

v5 

4 

mg

/L 

Y = a x + b 

a b 

23-03-

2012 

130 195 242 326 397 83,12 58,5 

24-03-

2012 

109 182 255 303 417 92,12 32,1 

26-03-

2012 

83 154 215 281 378 89,62 7,1 

27-03-

2012 

123 214 281 344 407 87,25 

 

64,4 

 

28-03-

2012 

124 202 261 346 414 90,5 63,2 
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EMA étalonnage = 20 % pour l’étalon 0.8 mg/L 

et 10% pour les étalons 1.6 mg/L, 2.4 mg/L, 3.2 

mg/L et 4 mg/L (figure 4). 

 

 

Figure 4: Les biais relatifs par rapports aux 

grandeurs théoriques 

II.2. Étude de la limite de quantification 

présupposée : Plan B 

II.2.1.Extraction des o-diphénols 

L’extraction liquide-liquide est considérée 

comme étant la méthode la plus utilisée dans le 

domaine d’extraction des composés phénoliques  

à partir des huiles d’olives extra vierges [4]. La 

majorité des études sont basées sur l’utilisation 

d’une prise d’essaie à base d’huile d’olive qu’on 

dissout  dans un volume de solvant qui est 

généralement l’hexane. Le mélange est mis dans 

une ampoule à décantation est agité 

vigoureusement pendant quelques minutes, puis 

on ajoute 2 ou 3 fois un volume d’une solution 

méthanolique (méthanol/eau; v/v). La phase 

méthanolique est récupérée dans une fiole jaugée 

puis complétée avec de l’eau distillée. Le tableau 

5 indique les divers protocoles d’extraction 

liquide- liquide des o-diphénols cité dans la 

littérature. 

Tableau 5: Conditions d’extraction des 

orthodiphénols 

 

 

 

 

 

 

Prise 

d’essai 

(g) 

Solvant 

d’extraction/mL 

Extraction liquide-

liquide 

V/V 

Réfé- 

rences 

10 Hexane/50 3x20ml; MeOH/H2O; 

6/4 

[25] 

10 non 3x10ml; MeOH/H2O; 

8/2 

[54] 

50 Hexane/50 3x30ml; MeOH/H2O; 

6/4 

[55] 

2 Hexane/1 3x2ml; 

MeOH/H2O; 6/4 

[56] 

2,5 Hexane/2,5 3x2,5ml; 

MeOH/H2O; 8/2 

[57] 

50 Hexane/50 3x30ml; 

MeOH/H2O; 6/4 

[58] 

40 non 20ml; 

MeOH/H2O; 8/2 

[59] 

10 Hexane/20 3x10ml ; MeOH/H2O; 

6/4 

[60] 

30 Hexane /30 3x30ml; 

MeOH/H2O; 6/4 

[61] 

100 Hexane /20 methanol/ H2O; 8/2 [62,63] 

10 non 3x10ml; MeOH/H2O; 

8/2 

[34] 

 Hexane/50 3x30ml; 

MeOH/H2O; 6/4 

[32,33] 

100 Hexane /20 methanol/ H2O; 8/2 [65] 

10 Hexane/50 3x20ml; MeOH/H2O; 

6/4 

[37-39] 

10 Hexane/50 3x20ml;MeOH/H2O;6/4 [47]  

10 Hexane/20 3x10ml; MeOH/H2O; 

6/4 

[50-53] 

2 Hexane/1 3x2ml; 

MeOH/H2O; 6/4 

[23] 

10 Hexane/50 3x10ml; MeOH/H2O; 

6/4 

[42] 

10 Hexane/50 3x20ml; MeOH/H2O; 

6/4 

[44] 

25 Hexane/25 3x15ml; MeOH/H2O; 

6/4 
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Récemment une nouvelle méthode d’extraction des 

orthodiphénols sur phase solide en utilisant des 

cartouches diol  a été proposée [64]. 

II.2.2.Données expérimentales du Plan B  

Cinq échantillons ont été préparés de manière 

indépendante à partir d’une matrice à base de 

l’huile d’olive lampante très ancienne et qui date 

depuis l’année 2002, ne contenant pas les 

orthodiphénols. Cette préparation est effectuée en 

vue de déterminer la performance de la méthode 

d’extraction utilisée pour la récupération des 

orthodiphénols présent dans l’huile d’olive. Ces 

échantillons sont dopés par une valeur qui 

correspond à la limite de quantification 

présupposée à 2mg/kg qui correspond au premier 

niveau de la gamme d’étalonnage (0.8 mg/L), puis 

sont analysés dans les conditions de fidélité 

intermédiaire (Tableau 6). 

Tableau 6: Tableau des résultats 

Série Répétitions Statistiques 

élémentaires 

1 2 Moyenne S
2 
série 

26-03-2012 2.6 1.8 2,24 0,354 

 

27-03-2012 2.8 1.9 2,32 

 

0,401 

 

28-03-2012 1.8 1.9 1,84 

 

0,001 

 

29-03-2012 1.8 2.3 2,06 

 

0,094 

 

30-03-2012 2.4 1.7 2,07 0,230 

 

II.2.3. Étude des rendements : plan C 

Cinq échantillons d’une huile d’olive lampante 

datant de 2002, ne contenant pas d’orthophenols 

sont fortifiés avec l’acide caféique à une valeur de 

4 mg/kg et 8 mg/kg qui correspondent 

respectivement aux niveaux de la gamme 

d’étalonnage (1.6 et 3.2 mg/L) (tableau 7 et 8) puis  

sont analysés dans des conditions de fidélité 

intermédiaire. Chaque analyse est répétée deux fois 

dans les conditions de répétabilité.  

Tableau 7: Résultats pour un ajout à 4mg/kg 

 

 

Tableau 8: Résultats pour un ajout à 8mg/kg 

 

II.2.4. Etude de l’exactitude pour un niveau à 

2mg/kg, 4mg/kg et 8mg/kg : plan D 

Série Teneur 

initiale 

avant 

ajout 

Ten

eur 

ajou

tée 

Teneur 

retrouvé

e 

Rendement 

en 

pourcentag

e 

Statistiques 

élémentaires 

1 2 1 2 Moyen

ne 

S2
séri

es 

30/03/

2012 

0 4 3.

5 

3.

9 

78.

5 

97.

5 

3,729 

 

0,1

06 

 

02/04/

2012 

0 4 4.

5 

4.

2 

112

.5 

10

5 

4,339 

 

0,0

37 

 

03/04/

2012 

0 4 4.

5 

4.

6 

112

.5 

11

5 

4,570 

 

0,0

09 

 

04/04/

2012 

0 4 3.

9 

3.

7 

97.

5 

92.

5 

3,824 

 

0,0

53 

 

05/04/

2012 

0 4 4.

1 

3.

3 

102

.5 

82.

5 

3,713 

 

0,3

13 

 

Série Tene

ur 

initial

e 

avant 

ajout 

Teneu

r 

ajouté

e 

Teneur 

retrouvée 

Rendemen

t en 

pourcenta

ge 

Statistiques 

élémentaires 

1 2 1 2 Moyen

ne 
S

2
sér

ies 

30/ 

03/ 

2012 

0 8 6.1 6.1 67.
25 

67.
25 

6,128 

 

0,00

1 

 

02/ 

04/ 

2012 

0 8 7.6 7.0 95 87.
5 

7,322 

 

0,16

7 

 

03/ 

04/ 

2012 

0 8 8.5 7.4 106

.25 

92.

5 
7,977 

 

0,54

1 

 

04/ 

04/ 

2012 

0 8 7.0 7.7 87.

5 

96.

25 
7,351 

 

0,24

3 

 

05/ 

04/ 

2012 

0 8 8.7 7.6 108

.75 

95 8,139 

 

0,58

9 
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L’exactitude  de la méthode est étudiée sur des 

échantillons de valeur de référence d’acide 

caféique par kg d’huile d’olive (2, 4 et 8 mg/kg). 

Les valeurs expérimentales utilisées pour l’étude 

de l’exactitude (plan D) à ces trois niveaux de 

concentration sont issues des plan B (étude de la 

LQ) et C (étude des rendements). 

Les résultats sont interprétés pour la vérification de 

la justesse et de l’exactitude de la méthode par 

rapport à un écart maximal acceptable autour de 

chaque valeur de référence fixée par le laboratoire. 

 

Tableau 9: Estimation des paramètres 

d’exactitude de la méthode pour trois niveaux 

 

 Niveau 

1 

Niveau 

2 

Niveau 

3 

Valeur de 

référence 

2 4 8 

U réf 0.04 0.08 0.16 

EMA en % de Réf 60% 

 

20% 

 

20% 

 

EMA 1,2 80 160 

 

Nombre de séries  5 5 5 

Moyenne 2,10 

 

4,03 

 

7,38 

 

Ecart-type de 

fidélité 

intermédiaire 

0,46 

 

2,01 

 

2,72 

 

CV de fidélité 

intermédiaire 

0,2% 

 

0,5% 

 

0,4% 

 

 

Tableau 10: Interprétation des paramètres 

d’exactitude de la méthode pour trois niveaux et 

conclusion 

 

Formules de calculs : 

Ecart normalisé EN = 
     é  

 
    

 
     é 

 

 

 

 

II.2.5. Résumé des caractéristiques 

expérimentales 

 

Le tableau 11 résume les différentes 

caractéristiques expérimentales qui ont été traitées 

lors de la validation selon la norme NF T 90-210. 

 

Tableau 11: Résumé des caractéristiques 

expérimentales 

 

 

 

 

 

 

 Niveau1 Niveau2 Niveau3 

Ecart 

normalisé EN 

0,51 

 

0,04 

 

0,53 

 

Critère 2 2 2 

La justesse de 

la méthode  

Vérifiée vérifiée 

 

vérifiée 

 

Réf + EMA 3,2 

 

 

84 

 

168 

 

 

   + (2 * SLQ) 3,03 

 

8,05 

 

12,82 

 

   - (2 * SLQ) 1,18 

 

0,02 

 

1,95 

 

Réf - EMA 0,8 

 

 

-76 

 

 

-152 

 

L’exactitude de 

la méthode 

Vérifiée  vérifiée 

 

vérifiée 
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Caractéristiques de la méthode Performances attendues Valeur observée Conclusion 

Etalonnage 

Fonction 

 

 

  

Linéaire 

Domaine des solutions étalons [0.8mg/l ; 4mg/l] Max= -16 % 

 

Vérifié 

Biais en % pour l’étalon1=0.8mg/l 20% Max= -16 % 

 

Vérifié 

Biais en % pour l’étalon1=1.6mg/l 10% Max= 7.2% 

 

Vérifié 

Biais en % pour l’étalon1=2.4mg/l 10% Max= -8,9% 

 

Vérifié 

Biais en % pour l’étalon1=3.2mg/l 10% Max= -8,1% 

 

Vérifié 

Biais en % pour l’étalon1=4mg/l 10% Max= 4,4% Vérifié 

Teste de Fisher  

 

4.10 1,42 Vérifié 

Limite de quantification présupposée 

Ecart maximal acceptable 

Inégalité (1) :          + 2 * SLQ LQ + 60 % * LQ 

Inégalité (2) :           - 2 * SLQ LQ – 60 % * LQ 

2mg/kg   

60% 

3,2 mg/kg 3,03 mg/kg Vérifié 

0,8 mg/kg 1,18 mg/kg Vérifié 

Rendement 

Valeur de l’échantillon 1 

Ajout 1 

Valeur de l’échantillon 2 

Ajout  2 

Rendement de l’échantillon 1 

Rendement de l’échantillon 2 

 

   

0 mg/kg 

4mg/kg 

0 mg/kg 

8 mg/kg 

[87.5% ; 115%] 4,03% Vérifié 

[76.25% ; 108.75%] 7,38% 

 

Vérifié 

Exactitude de l’échantillon 1 

Valeur de référence 

  Acceptable 

2 mg/kg  

U réf 0.04 

Ecart maximal acceptable 60% 

Ecart normalisé EN 2 0,51 Vérifié 

Inégalité (1):           + 2 * SLQ LQ + 60 % * LQ 
3,2 mg/kg 3,03 mg/kg Vérifié 

Inégalité (2):          - 2 * SLQ LQ – 60 % * LQ 

 

0,8 mg/kg 1,18 mg/kg 

 

Vérifié 

Exactitude de l’échantillon 2 

Valeur de référence 

  Acceptable 

4 mg/kg  

U réf 0.08 

Ecart maximal acceptable 20% 

Ecart normalisé EN 2 0,04 Vérifié 

Inégalité (1): Réf + EMA 84 8,05 Vérifié 

Inégalité (2):Réf - EMA  -76 

 

0,02 

 

Vérifié 

Exactitude de l’échantillon 3 

Valeur de référence 

  Acceptable 

8 mg/kg  

U réf 0.16   

Ecart maximal acceptable 20 % 

Ecart normalisé EN  2 0,53 Vérifié 

Inégalité (1): Réf + EMA 168 

 

12,8182245 

 

Vérifié 

Inégalité (2): Réf - EMA   -152 

 

1,9490755 

 

Vérifié 
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II.3. Absorbance des différentes huiles d’olive 

extra vierge collectées du marché local 

 

Le tableau 12 présente les teneurs en mg/kg, des o-

diphénols contenus dans 10 échantillons d’huile 

d’olive, en tenant compte de la procédure 

d’extraction, et de la méthode 

spectrophotométrique décrite dans ce travail.  

 

Tableau 12: Teneurs en o-diphénols en mg/kg 

dans les échantillons analysés à 370 nm 

 
Extraits  

N° 

Milli- 

absorbance 

Teneurs en 

o-diphénols  

(mg acide caféique/kg) 

1 464 10.9 

2 564 13.4 

3 637 15.2 

4 453 10.6 

5 780 18.8 

6 134 2.6 

7 757 18.2 

8 334 7.6 

9 625 14.9 

10 128 2.5 

 

III.Protocole d’évaluation des performances de 

la méthode de dosage colorimétrique à λ= 420 

nm  

 

III.1. Étude de la fonction d’étalonnage  

Pour évaluer la fonction d’étalonnage, cinq étalons 

indépendants sont préparés dans les conditions de 

répétabilité (tableau 13).  

 

Tableau 13: Signal obtenu en Mili absorbance 

(420nm) sur des étalons pour l’évaluation d’une 

fonction linéaire de type y=a x+b 

 

 

 

L’ordonnée à l’origine « b » et la pente « a » sont 

estimés lors de l’étalonnage et permettent de 

calculer les grandeurs retrouvées de chaque étalon 

:   = 
   

 
 

 

 

Figure 5 : Représentation graphique des 

grandeurs retrouvées par rapport aux grandeurs 

théoriques à 420nm. 

Les grandeurs théorique et retrouvée sont calculées 

et représentées dans la figure 5.  

Les biais relatifs calculé des grandeurs retrouvée et 

théorique ne dépasse pas 6%. 

Test d’adéquation au modèle d’étalonnage à 420 

nm, indique que le critère calculé est égal à 0,30, et 

la valeur critique de Fisher avec un risque de 1% 

est égale à F (5 ; 20 ; 1%) correspondant à 99. 

En conclusion, nos résultats préliminaires, révèle 

qu’il y a une forte probabilité de validation de la 

fonction d’étalonnage sur le domaine étudié à une 

λ=420. 

 

 Niv1 

3 

mg/

L 

Niv2 

6 

mg/

L 

Niv3 

9 

mg/

L 

Niv4 

12 

mg/

L 

Niv5 

16 

mg/

L 

Y= ax+b 

a b 

Répétitio

n 1 

126 235 309 411 536 31,1

3 

36,9

6 

Répétitio

n 2 

163 241 348 451 552 30,7

8 

67,7

5 

y = 0,996x + 0,029

R² = 0,996
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