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Résumé

Le principe de la validation des procédures ampgs quantitatives est, aujourd’hu\
largement, répondu dans tous les domaines d'&tioit des mesures sont réalisées. L
validation est fondée sur une analyse statistigaged sur un certain nombre de critereg
aboutissant a des méthodes analytiques permettatdrther des résultats fiables. Donc, elle a

pour but de démontrer qu’elles correspondent difation pour laquelle elles sont proposées.

Le protocole expérimental appliqué dans ce progefinl d’étude en vue de valider la
méthode d’analyse des ions nitrates par spéctroptétie UV-visible, est basé sur
'application du profil d’exactitude selon les resmandations de la norme ISO 5725, en
développant statistiquement les critéres de vatiddelles que la justesse, fidélité et la limite d

guantification.

On peut donc conclure a la capacité de la méthogieaatifier exactement les nitrates

dans I'eau potable sur le domaine de validité giead de 0.588 a 5mg/l, mais en dehors de c

13~

domaine, il n’est plus possible de garantir laifisbdes résultats d’analyse.

Mots clés:Validation analytique, profil d’exactitude, eau, nitrate, spectrophotométre UV-visible,
intervalle de tolérance
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Introduction générale

L'EAU est un élément essentiel pour la survie destlas étres vivants. Sans la présence de cette
ressource naturelle précieuse et vitale, la viaitsextrémement réduite car les étres vivants soniposés en
grande partie d’eau.
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En raison de ses propriétés acido-basiques, ce a@mgomique est I'un des principaux solvants qui a
besoin d'étre protégé contre les effets tordusadeollution, car un grand pourcentage des malasliesgistrées
dans les pays en voie de développement, sont retaifient liées a la consommation de I'eau. « L'eaétapt un
vecteur de maladies graves voire mortelles ». [1]

Actuellement, le laboratoire de contrle de la déalle I'eau potable de la Régie autonome
intercommunale de distribution d'eau et d'éled&icle la wilaya de Fés, accorde une nette impagtanda
validation, par utilisation des procédures de d@datinterne de qualité, dans le but d’obtentiomé’accréditation
ISO /CEI 17025. Ceci permettra en effet d’adapter démarche hautement qualifié visant a assudistidbution
d’'une eau saine conforme aux réglementations relisret internationales.

Parmi les paramétres qui nécessitent un suivi rigaxiron cite les nitrates, et est dans cette petispe
gu’'on essayera, a travers ce stage de fin d’étddevalider la méthode du dosage des ions azlatés I'eau
potable par spectrophotométre UV visible, qui soomsidérés comme une cause de contamination da I'e
potable s'ils dépassent la norme prédite par SNBOA{g/l selon SNIMA)

Ce dernier point, construit I'objectif principal de travail qui vise a valider cette technique dsade des
nitrates dans I'eau par spectromeétre U.V-visible,l& stratégie recommandé par la norme 1SO 5728ustrant
une approche mieux adaptée qui débouche sur um @utit décisionnel graphique appelé profil d’exade.

Cerapport a été organisé comme suit :

+ En premier temps, nous avons donné une présentgimrale de la société ou nous avons effectué not
stage ainsi que, ses activités et ses missions.

+ Le deuxiéme chapitre ‘revue bibliographique’ a pobjet d’élaborer une étude bibliographique quitdra
les différents types d’analyses assurant la quaditteau potableget de fournir une caractérisation
initiale de la validation en termes de criterepddormance.

+ Finalement, une partie expérimentale dans laqoellea illustrer les différents calculs indispengala la
construction du profil d’exactitude, ainsi que esformances obtenues et les conclusions déduites.
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Chapitre |

V4

Présentation de la sociéte

|. Présentation générale de la RADEEF
1. Généralités

La Régie Autonome intercommunale de Distribution d'Eau et d'Electricité de la wilaya de Fes
(R.A.D.E.E.F) est un établissement public a caractére industriel et commercial, doté de la personnalité
morale et de l'autonomie financiére, elle est chargée de la gestion des services publics d'eau,
d'électricité et de I'assainissement liquide. elle joue un réle important dans le développement du tissu
économique de la ville de Feés, elle est tenue de satisfaire de fagcon continue, dans les meilleures
conditions aux besoins croissantes en eau potable et en énergie électrique de la population de la ville

de Feés.

2. Historique

La RADEEF a été crée par délibération du conseil municipal de la ville de Fés en date du 30 avril
1969 en vertu du Dahir n® 1.59.315 du 23 Juin 1960 relatif a I'Organisation communale.

3. Missions et domaines d’activités
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La régie assure la distribution de I'eau et decté#iicité ainsi que la gestion du réseau d'asssnient
liquide a I'intérieur de la ville de Fés et de amamune Ain Chkef. Elle a pour mission de répondrel@soins de

la population en matiere d’eau potable, d'éled&ict d’'assainissement dans les meilleures conditet au
moindre co(t.

La R.A.D.E.E.F assure I'alimentation en en I'eau potable pour une population dépassant les 1
.204 .000 personnes a l'intérieur des villes de FES, SEFROU, BHALIL, ainsi que des les communes rurales
; Bir Tam-Tam, Ras Tabouda, Sidi Harazem, Ouled Tayeb, Douar Ait Taleb et Douar Ait El Kadi.

ll. Présentation du laboratoire de contréle de qualitéd’eau
potable

1. Historique

Le laboratoire de contréle et surveillance de la qualité de I'eau potable de la R.A.D.E.E.F a été crée
en 1976 a son siege, puis a été transféré prés du réservoir sud a cote de la SIMEF en 1993.

2. Activités

Le contrdle de la qualité de I'eau par la RADEEpoar but de s'assurer que l'eau du
robinet ne présente a aucun moment de risque pasarite, et qu'elle répond aux différentes
limites de qualité fixées par la réglementation.

Pour cela, des analyses physico-chimiques et halogiques sont réalisées, afin d’en
évaluer la qualité, sur :

Les ressources: (eaux superficielles ou captage d'eau souteyaires analyses
permettent de suivre I'évolution des eaux danen®s, et de mettre en évidence les problemes
de protection des captages et la nécessité dertiesteaux.

Les eaux produites par les unités de traitement les analyses permettent de vérifier
I'efficacité du traitement mis en place et de d@letrla qualité des eaux avant distribution.

Les eaux distribuéedes eaux, avant d'arriver sur les lieux de commation, empruntent des kilomeétres
de canalisation de matériaux divers, des réservdes installations de surpression. Les analysalsséés au
robinet du consommateur permettent de vérifien sjualité des eaux n'a pas été altérée pendaransport

3. Mission du laboratoire

Le role du Laboratoire est de veiller sur la qéatie I'eau livrée par la RADEEF aux consommateses,
différentes missions sont essentiellement :

Faculté des Sciences et Techniques - Fés
= B.P. 2202 — Route d’'Imouzzer — FES
& 212 (0) 35602953 Fax:212(0) 356082 14



Université Sidi Mohammed Ben Abdellah
Faculté des Sciences et Techniques
www.fst-usmba.ac.ma

‘©. Controler et réaliser des enquétes sur la quatitéedu.

‘©- Contrbler les opérations de nettoyage et de désaifen des réservoirs et des
conduites.

‘©« Controler quotidiennement la qualité de I'eau pas dnalyses physico-chimique et
bactériologiques.

‘@ Détecter la source d’'une fuite au niveau du réskeadistribution.

‘© Controler Chlore résiduel, sur I'ensemble du réseau

Le laboratoire est aussi chargé, de contréler les opérations de nettoyage et de désinfection des
conduites neuves, de réaliser des enquétes la qualité de I'eau a la suite des réclamations d’abonnés,
ainsi que réaliser le contréle des opérations de nettoyage des réservoirs effectués par le service
d’exploitation.

4. Ressources en Eau

Parmi les origines de I'eau consommée a Réste :
‘@ Les Forages qui constituent les eaux souterraines.
‘@ Les Eaux superficielles venants d’Oued Sebou.

Les sources comme source Aine Chkef et source bourkeiz...

Ces eaux sont traitées sur le site de pompage a la station de traitement Aine Nokbi, ensuite
acheminées dans des conduites jusqu’au réservoir de stockage de la RADEEF Bab El Hamra.

5. Organigramme général du laboratoire

Division Contréle Qualité de 'Eau w

Service Surveillance Qualité Service Entretien Points
d'Eau
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Figure 1: Organigramme du laboratoire de contréle de la quaté de I'eau potable
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Chapitre |l

Revue bibliographigue

L'eau est un élément vital pour 'humanité, maigfaa il devient un vecteur de transmission des

maladies hydriques. Cependant différents typesalyars se pratiquent a chaque jour dans les lai@stpour
contréler de qualité de I'eau potable, et pour omdr cette qualité, on fait appel a une validatoalytique basée
sur I'étude d’'un ensemble des outils statistiquestésse, fidélité,...) indispensables pour caragérune

méthode et la validé.

|. Approche théorique de I'eau potable

1. Définition
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L'eau est un composé de formule chimiqu®HElle se trouve dans la nature soit en état spliquide
ou vapeur, et en fonction de leur origine sur tebgl elle est classée en trois grands groupes :

A

» Eau météorique

Il s’agit de l'eau liquide présente dans I'atmogghét qui forme les nuages (eau de pluie).Les eaux
météoriques sont chargées d’oxygene, et des gsaudiprésents dans I'atmosphere dont la concemtrati sels
minéraux est (10-100 ppm) et en substances orgesiggt faible.

> Eau de surface

L’eau de surface est I'eau qui se trouve a la serrtau proche de la surface du sol. Sa
température varie en fonction du climat et de s8sogss. Ses matieres en suspension sont
variables selon la nature et relief des terresnaveisinage. Sa composition en sels minéraux
est variable en fonction du terrain; elle retiemupde nitrates. Une eau de surface est
ordinairement riche en oxygéene et pauvre en dioxigearbone. [2]

> Eau souterraine

Les eaux souterraines sont toutes les eaux seambwous la surface du sol, dans la
zone de saturation et en contact direct avec lewst#¢ sous-sol. Ces eaux sont caractérisées par
leur conductivité élevée, I'absence de matiereuspeansion et la présence d’espéces chimiques
sous forme réduite. En général elles répondentnammes de potabilité car elles sont moins
sensibles aux pollutions accidentellgs.

2. Composition chimique

L'eau est un élément vital qui posséde des substanunérales et organiques, et donc il n'est pas
considérée comme un composé chimique pur, c’'est gire les chimistes utilisent de I'eau distill@mpleurs
solutions. Il contient des :

a) Matieres minérales

Dont les principaux sont le calcium @ale sodium (N&), le potassium (K, les sulfates (S9) les
chlorures (C) et les nitrates (NOB.. qui proviennent essentiellement du lessivagg sbls par les eaux de pluie,
et qui peuvent varier du milligramme par litre asgme par litre pour les eaux les plus saléess®ttEments qui
ne sont présents qu'a I'état de trace (de 0,1 andiéBgrammes par litre), comme le cuivre, le ferzinc, ... lls
proviennent des roches mais aussi parfois destastimdustrielles et domestiques.

b) Matieres organiques

Les matieres organiques peuvent ptésentes sous forme dissoute (pigments et
composeés d'origine artificielle comme les hydrocads, ou les pesticides, ...), ou en
suspension (déchets végétaux, ...). Elles provienessgntiellement de la dégradation de la
matiere organique présente dans le milieu ou dass dols lessivés par les pluies
(décomposition des plantes et des animaux), massi ale composés issus de l'activité
humaine. Leur concentration peut atteindre quelgliegines de milligrammes par litre dans
les eaux de surface.
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ll. Analyses quotidiennes du laboratoire
1. Analyses physiques

a) Température

La température est un facteur trés importantuftdds teneurs en oxygéne), sa mesure doit se &air
moment du prélevement de I'échantillon a I'aiderdtbermometre.

b) pH

Le pH est un indicateur de I'acidité ou de l'aloit de I'eau. Il dépend de la présence des i@ H
dans le milieu analysé selon la relatigd]:

pH = -log ]

La mesure de pH de I'eau se fait par la méthodenpiométrique a I'aide d'un pH-metre doté d’unecéiede en
verre, la mesure se fait directement sur I'échiamtid’eau.

c) Conductivité

La conductivité d'une eau est un critere qui donne information sur sa composition chimique. Elle
dépend de la concentration totale des ions, dectncentration relative, de leur mobilité, de lgalence et de la
température. Elle permet ainsi d'avoir une idédasalinité de I'eau. Une conductivité élevée uiasoit des pH
anormaux, soit une salinité élevée. La conductie#é exprimée en micro Siemens par Centimétrec(p)S/
mesurée a la température de 20°C a l'aide d'unueziimiétre.

d) Turbidité

La turbidité désigne la teneur d'un liquide en Bras qui le troublent. Elle est causée
par degparticules en suspensigui absorbent, diffusent et/ou réfléchisserutaiere Elle est
mesurée au laboratoire a I'aide d’un turbidimébes unités de mesure sont les UTN (unités de
turbidité néphélométriques).

2. Parametres chimiques

a) Chlorure

¢ Principe la Méthode de Mohr

On détermine les chlorures présents dans I’eau par la méthode volumétrique de MOHR, qui consiste
a doser les ions chlorures en milieu neutre pH=7 par une solution titrée de nitrates d’argent(AgNO3) en
présence de chromate de potassium K,CrO,. [5]

+* Réaction de dosage
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On précipite Iion Cl d'une solution de NaCl par formation d'AgCl (lems Ag+ sont issus d'une solution
d’AgNO3) selon la réaction suivante :

Ag+ + Cf ==============)  AgClI (précipité blanc)

Lorsque le milieu est épuisé en Cl-, les ions Agiagissent avec Cg® pour donner un complexe coloré
(rouge brique) qui caractérise la formation de ohate d’argent qui nous indique le point d’équivalend’ou le
nombre de mole d’ion Cést égale aux nombre de moles d’ions Ag+. La idagiroduite est la suivante :

2Ag+ + CrQz  ============3) Ag,CrO, (rouge orangé)

b) Nitrites

Le dosage des nitrites se fait par spectrophotométrie a I'aide d’un réactif de Zambelli qui
forme en présence de ces ions et des ions NH," un complexe jaune, dont l'intensité de couleur
produite du test est proportionnelle a la concentration des nitrites.

L’acide sulfonique en milieu chlorhydrique et en présence d’ion NH," et de phénol forme avec
les ions NO, un complexe coloré en jaune dont I'intensité est proportionnelle a la concentration NO, .

La lecture au spectrométre s’effectue a la longueur d’onde de 435 nm, ainsi la courbe
d’étalonnage est construite pour une prise d’essaie de 50 ml. La courbe donne directement la teneur
en nitrite NO, exprimée en mg/| d’eau multipliée par 0,305 (azote nitreux en mg/I).

c) Sulfates
+»* Définition
Les ions sulfates sont indicateur de I'eau a traiter car leur présence est liée a la nature des

terrains traversés, comme ils peuvent étre un témoin de l'existence de rejets industriels.Les
concentrations supérieures a 250 mg/| peuvent provoquer des diarrhées chez I'enfant.

** Principe

Les ions sulfates se dosent par la oattnéphélométrique son principe consiste a fageipité ces ions
en milieu chlorhydrique a I'état de sulfate de hany

Ba SO —  B3SQ

Le précipité ainsi obtenu est stabiéidéide d'une solution de « TWEEN20 » .les susparshomogénes
sont mesurées au spectrophotomeétre a une longieeuieds50 nm.
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3. Analyses bactériologiques

L’eau potable, selon les normes, doit étre exerdptgermes pathogenes et d'organismes parasites, car
les risques sanitaires liés a ces micro-organisoas grands. C'est pour cela les analyses baaérgples sont
nécessaires pour définir sa valeur hygiénique.

Les principaux germes pathogénes qu’on doit détectanalysant une eau sont:

+ Germes totaux: Ce sont des micro-organismes aérobies reprégefdateneur moyenne en
bactéries d'une source naturelle. Ces germes pamtd'effets directs sur la santé mais sous
certaines conditions, ils peuvent générer des prmgs. Ce sont des indicateurs qui révélent la
présence possible d'une contamination bactérialegiq

+ Coliformes totaux: ce sont des bactéries capables de fermentactiesk avec production d’acide
et de gaz a la température de 37 °C. lls peuventeexdans les matiéres fécales et dans certains
milieux naturels (sol et végétation).

+ Coliformes fécaux: Ou coliformes thermotolérants, qui sont deséédes$ capables de fermenter le
lactose a une température de 44,5 °C. L'espéchusafigquemment associée a ce groupe bactérien
estl'Escherichia Coli (E. Co)i

+ Streptocoques fécaux c’est un groupe de streptocoques qui ne sontt@as d'origine fécale
(groupe D). Toutefois, leur recherche associédla des coliformes fécaux constitue un bon indice
de contamination fécale.

[1l. Généralités sur les nitrates
1. Définition

Les nitrates sont des composeés inorganique de felR@s” et de masse moléculaire 62
g/mol. lls existent naturellement dans les sol$esteaux. Ces ions sont, d'un point de vue
chimique, des sels de I'acide nitrique. Ces seaté saractérisés par la présence de I'ion nitrate
NO3, composé d'un atome d’azote et de trois atomeygieme comme il est montré dans la
figure ci-dessous.

_N.
o~ o

Figure 2 : Structure de l'ion nitrate

2. Description et origines

Le nitrate représente la plus stable des deux femed'azote, mais sous l'action microbienne, it @tre
réduit en nitrite (N@), qui est la forme la plus toxique. Il est présetiétat naturel partout dans I'environnement.
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Il est le produit de I'oxydation de I'azote de Hadsphére (représente 78%) par les microorganiseegpldntes,
du sol ou de l'eau.

Toutes les sources d'azote sont des ssyotentielles de nitrate. Dans I'eau, ces sutrisapeuvent
provenir de la décomposition de matieres végétalemnimales, d'engrais utilisés en agriculturefutuier, d'eaux
usées domestiques et industrielles, des précipistou de formations géologiques renfermant desposés
azotés solubles. Normalement, la concentrationitlates dans les eaux souterraines et les eauxiréecs est
faible, mais elle peut atteindre des niveaux élévéause du lessivage des terres cultivées ou dmtamination
par des déchets d'origine humaine ou animale.

3. Toxicité

Des concentrations excessives de nitrates damsg@able peuvent causer des maladies gravesfetgpar
mortelles, notamment chez les jeunes enfants. Gdeadultes et les nourrissons, l'effet néfasteliésh la
conversion de nitrate en nitrite dans I'organisoeequi interfére avec la capacité du sang a tratepoxygene
(pouvoir oxyphorique). Cette condition est connaassle nom de "méthémoglobinémie" ou de "malbtiae",
parce que les symptémes comprennent I'essouffleatéatcyanose (coloration bleue de la peau). loesrissons
de moins de trois mois y sont particulierement grdbles.

Dans le milieu aquatique, le nitrate esima toxique que les autres formes de l'azote, oaemitrite et
'ammoniaque. Toutefois, on trouve de plus en glésides qui indiquent qu’il peut avoir des effeé$astes sur le
développement des organismes aquatiques aux peestégtes de vie en limitant la capacité du samgrésporter
'oxygéne ou en perturbant I'équilibre acido-basiqBien que le nitrate aux concentrations natweli&ait
généralement pas d'effet mortel sur les organisihpsut causer des retards de croissance ou umi sumitée
en rendant ces organismes léthargiques.

4. Nitrates et normes

Les nitrates dans I'eau potable sont mesurésaisl@i terme de quantité d'azote présent
ou en terme d'oxygéne et d'azote. Les normes pauitrhte dans I'eau potable est de 10 mg/L
de nitrate-N, ou 50 mg/l de nitrate-NQ A part si c'est indiqué, les niveaux en nitrage
réferent généralement a la quantité d'azote présenka norme habituelle est ainsi de 10 mg/I.

Une exposition a court-terme a l'eau potable aveniveau de nitrate supérieur a la
norme est potentiellement dangereuse pour la santdmment pour les bébés. Les bébés
boivent de fortes quantités d'eau comparativemésirgpoids, spécialement si I'eau est utilisée
pour mélanger les poudres ou les recettes ou $esgncentrés. De plus, leur systeme digestif
est immature, et ainsi plus propice a la réducties nitrates en nitrites. Les nitrites dans les
appareils digestifs des bébés peuvent entrainemetie@moglobinémie.

Selon l'organisation mondiale sur la santé, paewsidonstituants qui, s’ils sont présents
en guantités excessives dans l'eau, peuvent augmkntisque de probléme on trouve les
nitrates, avec :

Tableau 1 : Normes mondiales des nitrates

Nature du trouble qui peut Niveau approximatif au-dessus

Substance se produire duquel des trouples peuvent
apparaitre
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- Recommandé: moins de 50 mg/I.

Danger de _ .
méthémoglobinémie infanti~ Acceptable: 50 a 100 mg/l.

si I'eau est consommeées gar
des nouveau-nés.

Nitrate (entant que N§)
Non recommandeé: plus de 100 mg/I

V. Spectrophotométre U.V-visible
1. Définition

La spectrophotométrie est une méthode analytigamtdative qui consiste a mesurer l'absorbanceaou |
densité optique d'une substance chimique donnéérglément en solution. Plus I'échantillon est eotré, plus
il absorbe la lumiére dans les limites de propartalité énoncées par la loi de Beer-Lambert.

Toutes les mesures effectuées au sein du labaratter la RADEEF, ont été réalisées avec le

spectrophotomeétre UV-visible mono-faisceau DR 5000V-VIS HACH LANGE avec écran tactile, avec
détection automatique des erreurs pour une évalufitible. (Figure 3).

I Ti

Figure 3: rophotometre Dl;aE-SO_OO

2. Principe de fonctionnement

Lorsqu’une lumiere dintensitéo passe a travers une solution, une partie de cielist

absorbée par le(s) soluté(s). Lintenslide la lumiére transmise est donc inférieufa. 20n
définit 'absorbance de la solution comme :

/Iy
4= _)
0g 1“7
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On parle aussi de la transmittance définie paelition suivante :

I
I = To c'estire que : A=—logT

L’absorbance est une valeur positive, sans unité. dst d'autant plus grande que l'intensité
transmise est faible.

La relation de Beer-Lambert décrit que, a une lengu’ondel donnée, I'absorbance
d’'une solution est proportionnelle a sa concerdmatet a la longueur du trajet optique (distance
sur laguelle la lumiére traverse la solution).

Alors, pour une solution limpide contenant une seuibstance absorbante :
:1_3._ — &) E C
Avec :
Ay 1 l’absorbance ou la densité optique (sans unité) de la solution pour une longueur d'onde A ;

* :La concentration de la substance colorée et absorbée dans la solution (en mol.m?) ;

[ :Lalongueur du trajet optique traversée par les faisceaux lumineux (en m) ;

Za : Le coefficient d’extinction molaire de la substarabsorbante en solution. Il rend compte de ladtpde
cette substance & absorber la lumiére, a la lomgliende) (en mot'.m?).

V.Normes et protocole de validation
1. Normes et accréditations

a) Normes internationales

> Norme ISO 17025

La norme internationale ISO 17025, précise quddesratoires accrédités doivent, lorsqu’ils mettemt
ceuvre une méthode analytique usuelle, s’assurés dealité des résultats obtenus. Pour cela, plgue les
étapes suivantes :

-Définir les exigences de la clientéle concerlamiaramétre considéré, afin de déterminer, pauilz,
si la méthode utilisée répond bien a ces exigences.

- Pour les méthodes non normalisées, modifiéeséveldppées par le laboratoire, une fois la méthode
mise en application, les laboratoires doivent egygrlodes moyens de contrble statistique et de
raccordement qui permettent de surveiller la géiaés résultats obtenus

Cette norme (ISO 17025) représente les prescriptigénérales concernant la compétence des
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laboratoires, des étalonnages et des essais, #trioioutes les exigences que doivent satisfamelaboratoires
s'ils veulent apporter la preuve qu’ils gérent biensystéme de qualité, et qu’ils sont capableprdduire des
résultats techniqguement valables. [6]

> Norme ISO5725

L'ISO 5725 est une norme internationale est de eiodes indications sur la fagon dont les données
d'exactitude peuvent étre utilisées dans difféeenitiations pratiques afin de valider une méthadevalidation
se concevait alors surtout pour les méthodes n@sées qui servaient aux échanges commerciauxaitclétrole
de la norme 1SO 5725 de fixer ces criteres d'irdamparaison.

Donc but de cette norme internationale est de :

« donner les grandes lignes des principes généraamniprendre lors de I'estimation de I'exactitude
(justesse et fidélité) des méthodes et des résulmtmesure, et dans des applications, et d'étidsdir
estimations pratiques des différentes mesuresepqérience (ISO 5725-1) ;

» fournir une méthode de base pour l'estimation desunes extrémes de la fidélité des méthodes de
mesure par l'expérience (ISO 5725-2) ;

» fournir une procédure pour l'obtention des mesimesmédiaires de fidélité donnant les circonstance
dans lesquelles elles s'appliquent, et des méttmmledes estimer (ISO 5725-3) ;

» fournir des méthodes de base pour la détermindgola justesse d'une méthode de mesure (ISO 5725-4)

« fournir des alternatives aux méthodes de base @sndéns I''SO (5725-2) et I''SO (5725-4), pour la
détermination de la justesse et de la fidélité whéshodes de mesure pour utilisation dans certaines
circonstances (ISO 5725-5).

Outre les méthodes statistiques pour calculer fli#ésres d'exactitude, les normes 1ISO 5725 préciserssi en
détail I'organisation de la collecte des donnédesprécautions a respecter.

b) Accréditation d’un laboratoire d’analyse selon la norme ISO

17025/2005

L’accréditation est une évaluation de la validatgystématique du fonctionnement du laboratoire par
rapport a une norme de qualité spécifique a ceéldi-s’'appuie sur I'évaluation de :
+# La compétence du personnel

+ L'adéquation des équipements de I'organisme etdeditions d’environnement
+ Les méthodes d'analyses utilisées

Au Maroc, l'accréditation correspond a l'aptitudaurd laboratoire a effectuer des essais déterminés
ou d'un organisme d’inspection technique spécifiggeur cela, le laboratoire doit faire une demaofiieielle
précisant I'unité et les essais concernés.

Un audit est réalisé par un auditeur qualiticienuat ou plusieurs auditeurs techniques permettant
d'évaluer la conformité du laboratoire aux exigende référentiel NM 1SO 17025. Lorsque les conclasisont
satisfaisantes, une attestation d’accréditationéggpar le MCI (Ministére chargé du Commerce dtldéustrie)
est remise au laboratoire, qui au bout de chaquéea subit un audit de qualité de suivi, le reetlamnent de
cette attestation s’effectue chaque trois ans.
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Dans le cas du laboratoire de la RADEEF, il a tij@é une demande d’accréditation selon la norr@e 1S

17025, afin de donner plus de confiance aux consateums, et actuellement ils cherchent a valideméthodes
d’analyse effectuées au sein du laboratoire.

2. Validation d’'une méthode d’analyse
a) Généralités

La validation d’'une méthode est le procédé pardequa confirme que la procédure analytique employée
pour mener un test en particulier répond aux exigerde I'usage auquel elle est destinée. Les atsude la
validation de méthodes peuvent étre utilisés paogel la qualité, la fiabilité et la cohérence désuttats
analytiques. Ce procédé fait partie intégranteodéstbonne pratique analytique.

Les méthodes analytiques doivent étre validéeswalidées :

- avant leur introduction dans I'usage routinier ;

- en cas de modifications des conditions de validatie méthodes (par exemple, un instrument avec des
caractéristiques différentes ou des échantilloes ane matrice différente) ;

- en cas de changement de méthode et de changenagti@s de la portée initiale de la méthode

Il existe plusieurs degrés de validation suivamdéure de la méthode, ce a quoi elle est
destinée et le domaine concerné :

-Méthode de contréle en routine, utilisée sur plusieurs sites, contexte réglementaire
fort : validation approfondie

-Méthode utilisée ponctuellement dans un seul laboratoire, contexte réglementaire
faible : validation rapide.

b) Définitions

X/

++ Domaine de validation

Ensemble des types de matrice auquel s’appligo@thode et gamme de concentrations sur laquelle a
porté la validation.

X/

< Domaine de validité

Ensemble des types de matrice auquel s’appliqoethode et gamme de concentrations sur laquelle a
porté la validation et pour lequel les futurs réstsl fournis par la méthode sont jugés valides.

X/

% Méthode quantitative

Méthode d'analyse qui détermine la quantité oudetibn pondérale d'un analyte de maniere a pouvoir
I'exprimer sous forme de valeur numérique danshégs appropriées.

c) Critéres de performance

La validation d’une méthode analytique entrainddtermination de plusieurs parameétres, parmi ldsque
on cite :
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< Linéarité

C’est I'établissement qu'il existe une relationélire entre les quantités retrouvées (ou quardjfidans
des échantillons et leurs valeurs de référencelingarité de la méthode ne doit pas étre conforaier la
linéarité de la fonction de réponse de 'appargélale mesure qui caractérise la seule réponsernmsttale lors
de I'étalonnage et qui n'est pas indispensable pbtenir une quantification exacte. [7]

% Justesse

Etroitesse de l'accord entre la valeur moyennenoletea partir d'une large série de
résultats d'essais et une valeur de référence téecdm valeur de référence peut étre connue "a
priori" parce que l'on utilise un étalon certif@®) étre le résultat d'une méthode de reference
reconnue juste. [8]

% Fidelite

C’est I'étroitesse de l'accord (degré de dispensientre une série de mesures obtenues dans des
conditions bien établies. La fidélité d’'une méthamenporte trois aspects : répétabilité, fidéliéeimédiare et
reproductibilté.

+ Répétabilité

La répétabilité, a un niveau donné, correspondtgioitesse de l'accord entre les résultats indivisiu
successifs obtenus par la méme procédure opéralesrenémes opérateurs, le méme systeme de méssire,
mémes conditions de fonctionnement et le méme émsi que des mesurages répétés sur le mémeabpds
objets similaires pendant une courte période dgsem

4 Fidélité intermédiaire

Correspond a I'étroitesse de I'accord entre leslt@s individuels successifs obtenus dans un elplgem
de conditions qui comprennent la méme procédureatqiée, le méme lieu et des mesurages répétds suéme
objet ou des objets similaires pendant une périfediemps étendue, mais peuvent comprendre d’'adrebtions
que l'on fait varier.

+ Reproductibilité

Fidélité ou les résultats d'essai sont obtemnsgpméme méthode sur des individus d'essaisiiples,
dans le méme laboratoire, avec le méme ou différepérateurs a des jours différents. Donc indwidiessai
identiques, laboratoires différents, opérateuf@dihts, équipements différents ou a des époqtfésatites.

Lorsque Pour n < 30, il faut se référer a une tatdéstique de la distribution de Fisher

X/

+ Limite de quantification

Plus petite et/ou plus grande quantité de I'analja@s un échantillon pouvant étre dosée dans les
conditions expérimentales décrites avec une exdetitiéfinie. Elle correspond a la concentratioplies petite
et/ou la plus grande du domaine de validité.

«+ Exactitude

Etroitesse de I'accord entre une valeur mesuréeestaleur vraie du mesurande.
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3. Protocole du profil d’exactitude
a) Définition

De nombreux guides, recommandations et guidanaes @ moins officiels ont été publiés par des
structures réglementaires, des organismes de nieatiah afin de comprendre la philosophie génégaliea été
adoptée jusqu’a présent pour conduire une validatio

Dans la plupart des cas, cela consiste en unedgiigdes expérimentales qui permettent de calalgsr
criteres de validation, mais rien n’est dit sunieeau de garantie a atteindre pour I'estimatiocekcritéres, ni ce
gu’on doit en faire par la suite pour effectivemealider, ni comment doit-on faire pour vérifier'dgipermettent
d’atteindre un niveau de qualité donné.

C’est pourquoi, nous avons développé une approdeexnadaptée qui débouche sur un autre outil States
appelé le profil d’exactitude.

Donc le profil d’exactitude et une combinaison, seme forme graphique, d’'un ou plusieurs intergatle
tolérance d’espéranc@ calculés a différents niveaux de concentration emeal ou plusieurs intervalles
d’acceptabilité. [9]

Il est basé sur une application directe des presigécrits dans les normes de la série ISO 5725 @l,4
; 1994)]. On y propose un modéle statistique patimer I'exactitude (justesse et fidélité) d’'unethugle ou de
résultats. Ce modéle décrit un mesurage z d’'un raede Z sous la forme :

Z=m+B+e

Avec :

m: est la moyenne générale de I'’échantillon homogene

B: la composante du biais taboratoire sous condition de répétabilité

e : I'erreur aléatoire survenant dans chamesurage, sous condition de répétabilité

La construction d'un profil d’exactitude est basée les principes généraux :

— définir les objectifs a atteindre ;

— prévoir les plans d’expérience a réaliser ;

— prévoir les quantités et la qualité des matérguseront utilisés ;

— organiser le calendrier des études et celui deopeel qui en sera chargé.

b) Organisation du plan d’expérience

L’obtenir un profil d’exactitude plus adéquat a la méthode a valider implique le chois d’un plan
d’expérience bien défini selon les conditions prédites, et pour organiser ce plan, il est impératif
de planifier les axes suivants :

I. Détermination de type de la méthode a valider

Cependant il faut faire la distinction entre déypes de méthodes :
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# Méthodes « indirectes ou rationnellesqui exigent un étalonnage préalable pour calclaer
concentration des échantillons inconnus. Pour céthaodes, on proceéde en deux étapes :
d’'abord construire la courbe d'étalonnage en atilide méme principe physico-chimique que
celui qui sert pour les échantillons ; ensuiteefales mesures sur les échantillons inconnus et
calculer leurs concentrations a l'aide d’'un moddlétalonnage (cas du dosage des ions
nitrates).

# Méthodes « directes ou empiriquesient I'analyte est défini par la méthode elle mé@a
mesure alors la concentration des échantillonsnimge a I'aide d’'une autre méthode de mesure,
comme une pesée ou une titrimétrie. Parmi ces rdéfhaites critéres ou de type | dans le
Codex Alimentarius, on trouve I'azote organiquelkate Kjeldahl.

ii. Domaine de validation

Le domaine de validation d’'une méthode d'analysd'erssemble des types de matrice auquel s’applique
la méthode et gamme de concentrations sur lagagtaté la validation. Il doit étre choisi sousnfie d’une
gamme de concentrations absolues ou relativeshdie du domaine d’application peut correspondreé u
obligation légale.

Pratiquement, c'est a travers les choix effectudisr gonstruire les plans d’expériences, en ternges d
gamme de concentrations pour un ou plusieurs tgpematrice, qu’on démontre dans quel domaine ldoaét
est effectivement valide, et si elle est capablefal@nir des résultats acceptables. Le domaine etle c
démonstration est faite est appelé domaine deitéalid

c) Plan d’étalonnage

Pour les méthodes indirectes, le plan d’étalonmageur objectif d’estimer les coefficients du medéé
la courbe d'étalonnage afin de calculer les comaéinns retrouvées servant aux calculs des différentéres
(justesse, fidélité,...) pour la construction du prdexactitude.

Pour réaliser ce plan, on va choisir les paramétiesnums suivants :
— | séries (jours) de mesures<{1< 1) ;
—J répétitions ()< J);
—K niveaux étalons (¥ k< K) de concentrations connues, couvrant la gamme
d’étalonnage. Dans ce contexte, on entend paiveau une valeur de référence.

Le choix du nombre de niveaux K dépend du typeotietfon de réponse instrumentale attendue, comme
l'indique le tableau 3. Ce nombre K doit permettre bonne estimation statistique des parameétrés fdaction
de réponse utilisés pour déterminer le plan dedatibn. 1ISO 5725-2, comme il est décrit dans Feibd.
(2010c)

Tableau 2 : principales fonctions de réponse utilebles pour un étalonnage
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L'ensemble des essais et mesurages effectuésrapportés dans un tableau (tableau 4) dont les
concentrations des étalons Xijk sont exprimées eantifés absolues (mg, g,...) ou relatives (mg/k&g.g/
mg/l,...) et les réponses Yijk notées dans les um&$s méthode instrumentale (surface du pic, awte pic,
absorbance,...).

Tableau 3 : organisation des mesures du plan d’é@hnage

Niveaux | Séries Concentrations Mesuiages
(Jours) | (valeurs de référence) (Réponses mstrumentales)
Xijk Yijk
1 2 J

1 1 X1) 5200 W I v S Yin
I

2 1
I

K 1
I XIE Vi

d) Plan de validation
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Ce plan doit rassembler les données brutes selomdtéle du tableau 3. Les valeurs de référengk X'i
des échantillons de validation sont exprimées eantigés absolues (mg, g, log,...) ou relatives (mgliggkg,
mg/l,...). La réponse Y'ijkest notée dans une unité correspondant a celle mhéthode instrumentale (surface du
pic, hauteur de pic, absorbance,...). les paramatobsisies les suivants :

— prévoirl’ séries (1<i < I'). Ce nombre doit absolument étre le méme que f®ur plan
d’étalonnage. On calculera ainsi un modele d'étmdge pour chaque jour et non pas un modele
global ;

— pour chaque niveau, effectuBrmesurages répétés£Jj < J'). Le nombre de répétitiors peut
étre différent du nombré&choisi pour le plan d’étalonnage ;

-pour chaque série prévdfl' niveaux (1<k < K’). Le nombre de niveauX’ peut étre différent du
nombreK choisi choisies pour le plan d’étalonnage.

> Etablir les valeurs de référence

Les échantillons de validation doivent avoir descemtrations connues correspondent aux valeurs de
référence et doivent étre fixées indépendammela adethode a valider, on la

noteX’jik . Il existe plusieurs approches possibles pourliéfabvaleur de référence assignée a un échamtiko
validation, parmi lesquelles :

+ utiliser des matériaux de référence certifies (MR&ternes (MRE) ou internes (MRI) ; la tracabibie
ces matériaux décroit en fonction de leur nature ;

+ utiliser une méthode de référence, appliquée @mrniatou en externe par un laboratoire pair. Salaur
de référence est estimée par des répétitions dethode de référence, il conviendra de sélectiotmer
valeur la plus représentative, comme la moyenne lmumédiane. Cette approche doit étre

préférentiellement appliquée dans le cas de lalatdin d’'une méthode alternative par rapport a une
méthode de référence ;

» Détermination des concentrations retrouvées
Pour les méthodes directes, cette étape de caixiste plus puisqu’elle donne directement la valde
concentration retrouvée, par contre, les méthodebreictes nécessitent un ensemble de calculs pour |
détermination de cette concentration selon la déneasuivante :

4+ Estimation des coefficients du modéle d’étalonnage

Le calcul des estimations des coefficients du ned&talonnage peut faire appel aux diverses teciesi
statistiques classiques détaillées dans la litiézat

= Régression par la méthode des moindres carrés (A5NG96)
= Régression pondérée (Azais J.M., Bardet J.M., 2006)
= Régression non linéaire (Huet S.2004)

La réponse instrumentale Y est exprimée en fonaties concentrations x des étalons, a I'aide d'un
modéle mathématique f de la forme :
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Les fonctions f classiquement utilisées sont regéas au tableau 5 mais cette liste n'est pas fingta
Les paramétres al, a2,... sont appelés les parardétrasdéle.

Tableau 4: principales fonctions de réponse

Type Equation
Droite passant par 'origine Y =pX
Droite Y=o+ pX
Fonction quadratique Y =0+ BX +9X -
d—a
: L Y=0+———7
Fonction logistique a 4 X
parametres 1+ =
)
3 o—a
Fonction logistique a 5 Y=o+ v
paramétres [X
1+ —
v

Le méme type de modéle doit étre utilisé pour Eenksle des données, quelle que soit la série, reaisdleurs
des paramétres peuvent étre différentes d’'une aélmutre. Cette approche permet de prendre erptoies

variations inter-séries (inter-jours) observées.

& Calcul de concentration retrouvée

Le calcul de zZijk s’effectue selon le principe dédans Feinberg M. (2010c).
Le tableau suivant regroupe les fonctions invedsesnéthodes de calcul de concentration retrodijiée

Tableau 5 : équations de prédiction inverse seloe ltype de la fonction de réponse
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Fonction de réponse Fonction inverse de calcul de la concentration retrouvée
. . Y
Droite passant par l'origine | Z= o
1
. - Y - aﬂ
Droite a
3
. . —a, +Jnl‘—4a1 (@, —¥)
Fonction quadratique 7= - -
2a,
- a,
T 1
Logistique a 4 parametres ‘ a, —a, @
.
Y —a,

e) Critéres de construction du profil

Le calcul de des criteres impératifs pour la tmesion du profil d’exactitude doit étre effectué
indépendamment niveau par niveau, sur les condemsaretrouvées par prédiction inverse dans le des
méthodes indirectes ou sur les concentrationsuedes dans le cas des méthodes directes, selond@p décrit
dans la norme ISO 5725-2 ou de sa version AfnoXNIB-041. L es critéres a déterminer sont les siiva

I. Taux de recouvrement moyen

Le taux de recouvrement moyen est défimme étant le rapport en pourcentage entre kenmme des
concentrations retrouvéek 2t la moyenne des concentrations de référeticeCe taux de recouvrement est
calculé niveau par niveau comme suit :

>100

3 I
e

ii. Intervalle de tolérance

C’est I'intervalle qui contient en maye une proportiof% définie de futurs mesurages obtenus selon un
mode opératoire donné et pour une concentrationéoria valeur d@ est, généralement, choisie entre 80 % et
95 %. En fait, elle n'intervient que pour situerlitite de quantification de la méthode comme owdera a la
partie expérimentale. Il est obtenu grace a la fdersuivante :

Ztk X5,

Avec :

Z: concentration moyenne retrouvée
kio - facteur de couverture de I'intervalle de tolérance

St . écart-type de tolérance
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Ses limites sont obtenues par le calcul, a pagtindsurages répétés.

iii. Intervalle d’acceptabilité

Est défini comme étant la spécificatdm la performance exigée pour la méthode, expricoéeme un
écart acceptable autour de la valeur de référdnee.limites de l'intervalle d’acceptabilité sonkdies par le
I'utilisateur ou par une obligation réglementajpasfois en fonction du niveau de concentratione€iont notées
+ ) en valeurs absolues, et pour avoir les valeuasivesk il faut les calculer selon la formule suitean

(1£12) x 100

f) Profil et regles de décision

Le profil d’exactitude peut étre construit de diffdtes facons, en fonction du type de donnée<trait
Généralement, la méthode la plus étendue estladiée sur les performances exprimées de fagoiveelAinsi
les éléments graphiques entrant dans la construdéae profil sont les suivants :

o,

% Sur I'axe horizontal on présente :
« Les valeurs de référence moyennes.

o,

<+ sur I'axe vertical

» Les limites de tolérance basses relatives ;

» Les limites de tolérance hautes relatives ;
 Les taux de recouvrement moyens ;

« Les limites d’acceptabilité basses relatives ;
« Les limites d’acceptabilité hautes relatives.

La stratégie d'interprétation de ce graphique éstite en détail par la suite dans la partie expéniale.

I.  Limite de quantification

C’est la plus petite et/ou plus grande quantitél'dealyte dans un échantillon pouvant étre doséesdas
conditions expérimentales décrites avec une exdetitiéfinie. Elle correspond a la concentratioplies petite
et/ou la plus grande du domaine de validité. [10]

Il s’est calculé lorsqu’au moins une des bornesidiervalle de tolérance relative coupe une destés
d’acceptabilité selon la formule suivante :

- _ a1
10—
¢ t-a

Avec :

ap eta; : sont successivement I'ordonné a l'origine gqidate de la limite d’acceptabilité
to ett; : sont successivement I'ordonné a l'origine gidate de la limite de tolérance

Les calculs de ces paramétres seront détaillésldaastie expérimentale.

ii. Facteur de correction
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‘ILe facteur de correction est un parametre calcoldgr gffectuer une correction des

by

résultats non souhaitables dus a un biais systgoagaimportant (un taux de recouvrement

moyen trop loin de 100%). Il n’est calculé que sdesx conditions:

#+ il n'existe pas de contrainte réglementaire queridise de corriger les résultats avant de les
renvoyer au demandeur d’analyse. Le demandeur lg@nast alors informé du fait que le résultat
final est corrigé.

4+ l'analyste procéde a un examen détaillé des mesotkestées lors de I'étude de validation afin de
déterminer la nature du biais systématique afiohaeésir un facteur de correction approprié.

La méthode de calcul consiste a reporter sur uphigiae les concentrations retrouvées en fonctien de
valeurs de référence. On peut alors calculer, sauforme d’'une droite de régression au moindresésar
I'équation d’'une droite dont la pente représenteéaux moyen de recouvrement et I'ordonnée a I'aggin biais
systématique. Elle permet ainsi de définir deuxefas de correction possibles :

4 I'inverse de la pente qui permet de corriger unxtalieé recouvrement non satisfaisant, si le biais
systématique est négligeable.

4 I'ordonnée a l'origine permet de corriger un biaistématique, en retranchant sa valeur de touses le
concentrations retrouvées avant d’effectuer lesutehécessaire pour la construction du profil.

Par la suite, le facteur de correction choisi séoés inclus dans le mode opératoire de la métheidafin
de vérifier la pertinence du facteur de correctibioisi, il suffit de recalculer le profil d’exaaiile avec les
données corrigées. Cependant, pour assurer l'indépee des mesures, il est préférable d’utilisauxde
échantillons de validation et de réaliser 'ensanid#s plans d’expérience en paralléle.

La figure 4dllustre I'effet d’'un facteur de correction sur é@chantillon A dont les mesures n'ont pas été
corrigées, et produit un profil d’exactitude queme a conclure que la méthode n'est pas valideefzanche,
I'échantillon B correspond a I'’échantillon A aprésrrection, et qui conduit a la conclusion que éthode est
valide si les résultats sont corrigés.
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Figure 4 :illustration de I'intérét du facteur de correction pour valider une méthode
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Chapitre 1l

Partie expérimentale

Faculté des Sciences et Techniques - Fés
= B.P. 2202 — Route d’'Imouzzer — FES
& 212 (0) 35602953 Fax:212(0) 356082 14



Université Sidi Mohammed Ben Abdellah
Faculté des Sciences et Techniques
www.fst-usmba.ac.ma

S’appuyant sur les concepts décrits dans la paitilmgraphique consacrée a la validation des nughp
cette partie concerne la mise en ceuvre du proékattitude en présentant différents complémentret,
particulier, le mode de calcul de la répétabilitdela fidélité, limite de quantification et I'iedtitude.

|. Etablissement de la courbe d’étalonnage

1. Principe

En présence de I'acide sulfosalycilique (formé gggaction entre le salicylate de sodium ¢EECsH -
ONa) et I'acide sulfurique), les nitrates donneampeésence d’un alcali, un complexe stable colargene appelé

paranitrosalicylate de sodium susceptible d’'un dosage spéctrophotométriquel@igueur d’'ondé. voisine de
415 nm.

Figure 5 : Gamme d’étalonnage des nitrates

Les réactions misent en jeu sont :

H,SO, + CGOH-CsHs,-ONa _SﬁC(gHyCOZHONa + HO
SQH-CsH3-CO,HONa + NQ NOSO§CeH-CO,HONa + HO
2. Réactifs

% Solution de salicylate de sodium a 0.5% (renouvetaque 24h)
% Acide sulfurique concentré,
% Solution double :

- Hydroxyde de sodium (NaOH) : 400g,

- Tartrate double de Nat de K : 60 g,

- ED (gsp) : 1000 ml,

v Faire dissoudre les NaOH
v' Ajouter le tartrate double, agiter jusqu'a dissolucompléte,
v Laisser refroidir et compléter a 1000 ml.

% Solution mére étalon d’Azote nitrique a 0.1 g/l
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- Nitrate de potassium anhydre (KNO 0.722g,
- E.D (gsp) : 1000 ml,

- Chloroforme pour conserver ; 1 ml.

% Solution fille étalon d’Azote nitrique a 0.005 rhg/
- Solution mere : 50 ml,
- E.D:(gsp) 1000 ml.

3. Mode opératoire

Dans une série de béchers de 100 ml introduireessorement :

Tableau Gamme étalon des ions nitrates

N° des tubes Témoin I I 11 v
Solution fille étalon de nitrate en mla 5 mg/L 0 1 > 5 10
E.D en Ml 10 9 8 5 0
Correspondance en azote nitrique (mg/L) 0 0,5 1 25 5
Solution de salicylate de Naen mL 1 1 1 1 1

v' Attendre 5 min, puis évaporer a sec au bain maridams une étuve portée enft&80 °C
(ne pas surchauffer ni chauffer trop longtempsjsdex refroidir,

v' Reprendre le résidu par 2 ml d'acide sulfurique cemiré tout en ayant pris soin de
I'humecter complétement,

v' Attendre 10 min et ajouter 15 ml d'eau distilléaigp15 ml de la solution double qui
développe la coloration jaune,

v Effectuer la lecture au spectrophotometre a laguenr d’'onde. = 415 nm

et construire la courbe d’étalonnage.

4. Courbe d’étalonnage
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Courbe d'étalonnage
16
14 y=0.2764x+ 0.0069
o R?=0.9997 _*
g_ 1.2
£ 1 -
o //
~§ 0.8 /’/
c 06
—~
g 0.4 -~
0.2 & »
-
0 &
0 1 2 3 4 5 6
[Azote nitrique] en mg/I

Figure 6: Courbe d'étalonnage du dosage des ionstrates

» Expression de résultats

Pour une prise d’essai de 10 ml, la courbe d’étalonnage donne directement la teneur en
azote nitrique en mg/l, et pour obtenir la teneur en nitrate NO;  on multiple la valeur obtenue par
un facteur de 4,43.

ll. Validation de la méthode d’analyse des nitrates

Pour utiliser le profil d’'exactitude gne de valider la méthode du dosage des nitrdttsjtiavoir fixé les
parametres suivants :
= Le domaine de validation qui va de 0,5 a 5 mg/l ;
= Limites d’acceptabilité qui sont fixées a £20 % ;
= Proportionp est égale a 80 %.

1. Plan d’étalonnage

Le plan d'étalonnage que nous avonscefea pour objectif d'estimer les coefficients dodele de la
courbe d'étalonnage afin de calculer les conceatra retrouvées. Pour réaliser ce plan nous awawillé
avec :

i = 3 séries (jours)
k = 4 niveaux de concentration
j = 3 répétitions par jour et par niveau

Les mesures sont regroupées dans le tableau suivant
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Tableau 7: Plan d’étalonnage

. Série Xijk ijk
Niveau (jour) (en r:rg/I) "
Répétition 1 | Répétition 2 | Répétition 3
1 0.5 0.175 0.174 0.176
A 2 0.5 0.128 0.148 0.143
3 0.5 0.138 0.124 0.163
1 0.308 0.347 0.361
B 2 0.297 0.296 0.333
3 0.329 0.254 0.28
1 25 0.775 0.789 0.776
C 2 25 0.766 0.738 0.71
3 25 0.753 0.716 0.702
1 5 1.485 1.461 1.484
D 2 1.456 1.448 1.457
3 5 1.489 1.43 1.453
Avec :

xijk : Valeur de référence assignée a I'étalon
yijk : Réponse expérimentale observée pour I'étalon

2. Plan de validation

Pour réaliser ce plan, on procede de la méme fagen le plan d'étalonnage, mais cette fois-ci
I'échantillon sur lequel on a travaillé est I'eantgible. Ce plan est formé de :
i = 3 séries (jours)
k = 4 niveaux de concentration

j = 3 répétitions par jour et paredu

Les résultats obtenus sont fournit dans le tabdearant :

Tableau 8 : Plan de validation
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Niveau Y'ijk
Série xijk
(jour) (en mg/l)
Répétition 1 | Répétition 2 | Répétition 3
1 0.5 0.177 0.175 0.176
A 2 0.5 0.13 0.145 0.149
3 0.5 0.139 0.143 0.169
1 1 0.31 0.349 0.359
B 2 1 0.289 0.301 0.298
3 1 0.31 0.259 0.289
1 2.5 0.77 0.785 0.771
C 2 2.5 0.756 0.726 0.719
3 2.5 0.765 0.722 0.709
1 5 1.478 1.469 1.479
D 2 5 1.449 1.453 1.455
3 5 1.485 1.437 1.455

Avec :
X'ijk : Valeur de référence assignée a I'échantillon delaibn
Y'ii : réponse expérimentale observée pour le témoirakigation

3. Estimation des coefficients du modéle d’étalonnage

La méthode choisie afin d’estimer les coefficiesiismodel d'étalonnage est celle de régressioilieé
simple ou le modéle est une droite de tyjple = a, + axijk, ol ag est I'intercepte e, la pente. Un modéle est
calculé pour chaque jour en d’utilisant,soit ladton de régressioDROITEREG ( EXCEL), soit la fonction de
régression linéaire sous MINITAB.

Tableau 9 : Estimations des coefficients d'étalonmge

do a1
Jour 1 0.0442 0.288
Jour 2 0.00762 0.290
Jour 3 -0.0052 0.292

4. Concentrations retrouvées et justesse
a) Calcul des concentrations retrouvées par prédictiomverse

Utilisant les données du plan de validation et desfficients du tableau 10 estimés & partir du plan
d’étalonnage, la concentration retrouvée (z) eltué@e pour chaque répétition i, j jour et k nivgan prenant
soin d'utiliser les modéles obtenus pour chaquie s€r et al) selon I'équation de prédiction ingesgivante :

Y —a,

_ —
—

q

Le tableau suivarfournit les résultats de calculs obtenus :
Tableau 10 :Concentrations retrouvées par prédiction inverse
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zijk
Niveau Série (er): :’jnkg/I) y ”k (en #ng/l)

0.5 0.177 0.461

Jour1l 0.5 0.175 0.454

0.5 0.176 0.458

0.5 0.130 0.422

A Jour 2 0.5 0.145 0.474

0.5 0.149 0.488

0.5 0.139 0.494

Jour 3 0.5 0.143 0.508

0.5 0.169 0.597

1 0.310 0.923

Jour1l 1 0.349 1.058

1 0.359 1.093

1 0.289 0.970

B Jour 2 1 0.301 1.012

1 0.298 1.001

1 0.310 1.079

Jour 3 1 0.259 0.905

1 0.289 1.008

2.5 0.770 2.520

Jour1l 2.5 0.785 2.572

2.5 0.771 2.524

2.5 0.756 2.581

C Jour 2 2.5 0.726 2.477

2.5 0.719 2.453

2.5 0.765 2.638

Jour 3 2.5 0.722 2.490

2.5 0.709 2.446

5 1.478 4.978

Jour1l 5 1.469 4.947

5 1.479 4.982

5 1.449 4.970

D Jour 2 5 1.453 4.984

5 1.455 4.991

5 1.485 5.103

Jour 3 5 1.437 4.939

5 1.455 5.001

b) Calcul de la justesse
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Le tableau suivant illustre les pagtmes de la justesse calculés pour chaque niveaargentration.
Tableau 11 :récapitulation des critéres de la justesse

Symbole Niveaux
A B C D
T J
Concentration moyenne théorique Y -
= *._—Z'” 0.5 1 2.5 5
1;,- =g
IXJ
I 7
o XA
Concentration moyenne retrouvée = ) =l j=l 0.48 101 2.52 4.99
I<J
Biais moyen absolu Z, — X, -0.02 0.01 0.02 -0.01
Biais moyen relatif (%) | "“:—* X100 | -3.24 0.55 0.89 -0.23
X /
Taux de recouvrement moyen (%) ;—kx 100 96.76 | 100.55| 100.89 99.77
X
E

» Interprétation statistique

D’aprées les résultats obtenus, on peut dire l&fsst varie en fonction de la concentration puisg béais
de justesse varie de +0.89 a —3.24 %. Cependaitiate n’a pas d’'influence importante sur la vaédde la
méthode.

5. Fidélité
Les calculs des composants de la fiéiépend de type de plan d’expérience utilispuestgu’on a
travaillé avec un plan équilibré (le nombre de tiéipés| par série est le méme pour toutes les sériesnainidore
total de répétitions doit étre égaldales calculsont effectués niveau par niveau k sur les conagotrs

retrouvées par prédiction inverse selon le prindigerit dans la norme ISO 5725-2 ou de sa versiooANF X
06-041.

Le tableau suivant récapitule les différents patessécalculés :

Tableau 12 : récapitulation des criteres de fidélé

Symbole Niveaux
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I J
Somme des carrées des écarts intra-sérigs - = 2 d
(SCEN > > (z,—z) | 0009 | 0033 | 0031 0018
i=l j=1
I —
Somme des carrées des écarts de inter- e .,
séries (SCE) Z IX(Z.—Z) 0.011 0.002 0.002| 0.003
Ecart-type de répétabilité (Sr) 0.0014 | 0.0054| 0.0052 0.0035
SCE,
Ecart-type inter-séries (Sb) I—1 Sy 0.0018 0.0003 0.0003 0.0045
J
LS O S () Sy + 5 0057 | 0075 | 0074| 0.054
SpEr
- _ e %100
Coefficient de variation de fidélité = 11.373 7.549 2.962 1.09¢
I
E

6. Intervalles de tolérance et limites d’acceptabilité

a) Intervalles de tolérance

Dans cette étape les limites de tolérance sontléals (selon la méthode décrite dans Feinberg WOI20
indépendamment pour chaque niveau de concentrifi@t pour des raisons de simplification des formule
I'indice k est omis dans les formules utilisées. L’ensembteadéculs sont rassemblé dans le tableau récagiitula

suivant :

Tableau 13 : récapitulation des intervalles de tok&nce

Symbole Niveaux
A B C D
2
S
R R=— 1.247 | 0052 | 0.060 | 0.221
s
r

Faculté des Sciences et Techniques - Fés
= B.P. 2202 — Route d’'Imouzzer — FES

& 212 (0) 35602953 Fax: 212 (0) 35 60 82 14




Faculté des Sciences et Techniques

www.fst-usmba.ac.ma

Université Sidi Mohammed Ben Abdellah

FST FES

B 0.688 0.954 | 0.948 0.857
P . ( 32
Nombre de degrés liberté ’ R+LJ 1— 1 3.817 7.462 | 7.418 6.544
7] 15
I-1 J
Facteur de couverture (ktol) K =t 1+B 1.638 1.415 | 1.415 1.440
¥, Py
P N
Ecart-type de tolérance (SIT) | 5 =5 1+ ] 0.063 | 0.080 | 0.079 | 0.059
yp (SIT) | 51 H ) I>< JIx B )
Limite de tolérance basse 7 — Ii'm], XS 0.380 0.892 2.411 4.904
Limite de tolérance haute Z + f(m. XS 0.587 1.119 2.633 5.073
Limite intervall léran Z—k S |
LU IER T TG o iad ‘ 100 | 76.063 | 89.233 | 96.449 | 98.076
basse relative (%) X _
. . . e f ? + k }{ 5 %
=l '"terva"? tolerance ‘ i ‘ 100 | 117.453| 111.863| 105.335| 101.462
haute relative (%) \ T _
» Remarque

de tolérance) est celui de formule :

Le quantile de la distributionde Student pow degrés de liberté gt=80%(probabilité du contenu de I'intervalle

r

1+B

-

b) Limites d’acceptabilité

Les limites d’acceptabilité sont calculées en fdaa 20% afin d’avoir une interprétation visuelleedire
du profil d’exactitude construit.

Le tableau suivant regroupe les résultats des lsadtatienus

Tableau 14 : récapitulation des limites d’'acceptaliié

Symbole

Niveau

Limite d'acceptabilité basse

Zg, =X, (1—1)

0.4

0.8
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Limite d'acceptabilité haute Zyg =X, (1 + l} 0.60 1.20 3.00 6.00
Limite d'acceptabilité basse en % (1 —A )*100 80.00 80.00 80.00 80.0(
Limite d'acceptabilité haute en % (1+A)x100 120.00 | 120.00{ 120.00| 120.90

7. Construction du profil d’exactitude

Pour construire le graphique qui correspond auilpbéxactitude, il est impératif de reporter les
concentrations moyennes théoriques sur I'axe desisses et les limites de tolérance et d’'accdjiéabelatives
sur I'axe des ordonnées. Ainsi les paramétres séres pour la construction sont regroupés darablieau

suivant :

Tableau 15 : récapitulation des éléments du profil’exactitude

Niveau A | Niveau B | Niveau C | Niveau D
Concentration moyenne théorique Tx 0.5 1 25 5
Limite intervalle tolérance basse en % 76.06 89.23 96.45 98.08
Limite intervalle tolérance haute en % 117.45 111.86 105.34 101.46
Limite d'acceptabilité basse en % 80 80 80 80
Limite d'acceptabilité haute en % 120 120 120 120

On obtient ainsi la figure suivante :
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Limite de tolérance haute en % = = Limite d'acceptabilité haute en 3%
Limite de tolérance basse en® — — Limite d'acceptabilité basse en %
= Taux de recouvrement en

150 -

140 -

130
= 120 -
— T
o T
= 110 - —
s I
g 100 . . . - — .
= d's 1 15 23— IE 3 3.5 4 4.5 5 5.5
S 90 -
g
= BO

70

60

50 - .

Concentration en mg/1

Figure 7 : profil d’'exactitude de la méthode d’anayses des ions nitrates
» Interprétation statistique :

D’aprés la figure montrée ci-dessus le taux de ue@ment qui I'a traduit une faible justesse est
d’environ 97 % aux basses concentrations pourtétseproche de 100 % aux concentrations élevées.

Par ailleurs, il apparait que la fidélité varie sl fonction de la concentration puisque sonfment de
variation passe de 11.37 a 1.09 %. Cette remamuligse l'intérét de procéder aux calculs niveaurpaeau.

D’autre part, le domaine de validitétehd de 0,6 mg/l (environ) a 5,0 mg/l puisqueifgsrvalles de
tolérance sont compris entre les intervalles d’ptadalité dans ce domaine. Dés que la concentralilminue de
la valeur 0.6 mgl/l, les limites de tolérance sdrig I'intervalle d’acceptabilité, et donc la médleon’est plus
capable de fournir suffisamment de résultats aabtégs, en fonction des choix faits au départ dadé.

Cependant, on propose de définir cettewade 0.6 mg/l comme étant la limite de quardiiicn (LQ) de
cette méthode d’analyse qui sera calculée de fplpmnexacte comme il est décrit dans I'axe suivant.

8. Limite de quantification
Dans notre cas, la LQ se situerait entre les niwéay0,5 mg/l) et B (5 mg/l) qui sont choisit dacbn a

encadrer au plus prés la LQ supposée. Les caléalsés sur les valeurs absolues regroupés databliEau
suivant a pour objectif de déterminer la valeucele limite

Tableau 16 : calcul de limite de quantification

Critere Niveau symbole Valeur

Concentration moyenne théorique A X, 0.5
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B Xp 1.0
L : _ A Z da 04
Limite d'acceptabilité basse -
B L g 0.8
. . A <4t 0.4
Limite intervalle tolérance basse —
B Zg 0.9
L : f = Zp — Z a4
Pente de Limite de tolérance basse 1= 1.02
Xp — X,
Ordonné a l'origine de limite de tolérance t, =2z, — X, X1 0.138
basse
a = ZBa T Z4a
Pente de Limite de tolérance basse 1 . —x 0.8
B~ 4
Ordonne a l'origine de limite de tolérance . 0
basse y =2, — 400
Limite de quantification 0.588
_ Gy 0
14

» Interprétation statistique

Les calculs effectués dans le tableau illustréesisds selon la méthode proposée par la norme 138 57
2, nous a donné une valeur de 0.588 mg/l correspdadimite de quantification qui est presque égal.6mg/l
celle déduite du graphe du profil d’exactitude.

Conclusion

On peut donc conclure que la méthode du dosagaittates déterminée par la norme 1ISO 17025 est
capable de quantifier exactement la teneur entegrdans I'eau potable sur le domaine de validité&sgtend de
0.588 a 5mg/I.

En dehors de ce domaine, la méthode n'est pasevalidne permet pas de garantir les objectifs fixas
l'utilisateur.
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Conclusion générale

Conclusion générale

La vie active (professionnelle) n'est pas identiqua vie estudiantine, c’est un autre univers degsel
la personne doit avoir une conscience professitenil permet en dépit de toutes les difficultée réaliser et
d’'assurer les responsabilités qui nous seront éesfiavec le maximum de perfection et de dévouement
souhaitable.

Le travail que nous avons effectué au sein du &bioe de contrdle de qualité d’eau potable dedgi®
autonome intercommunale de distribution d'eauééctricité de la wilaya de Fés, nous a permismligper les
connaissances que nous avons acquis durant notreatfon et surtout d’élargir nos connaissances dans
domaine de validation des méthodes d’analyses.fPémsément, ce projet a porté sur I'étude dedatihn de la
méthode d'analyse des nitrates par spectrophoten@tyV visible a partir de la mise en place du prof
d’exactitude.

Suite aux résultats obtenus aprés étude de déenatakistique du profil d’exactitude par utilisatio
d’Excel, on peut déduire que :
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- Lajustesse varie avec la concentration puisquéosas moyen varie de -3.24 a -0.89 %,
cependant, ce biais n'a pas d'influence importantda validité de la méthode,

- La fidélité varie aussi en fonction de la concemirg avec un coefficient de variation qui ne déeagas
les 11.37%,

- La limite de quantification est de 0,588mg/l, puieda limite de tolérance inférieure coupe la lemit
d’acceptabilité inferieure relative au niveau depo@nt.

Finalement, la réalisation du protocole de profxdctitude pour la validation de la méthode d’geel
des nitrates dans I'eau potable par spectrophoterddiV visible, nous a permet de garantir que kthode est
capable de produire une proportion moyenne atte@uegsultats égale {80%) comprise dans un intervalle
varie de 0,588 a 5mg/l.

En conséquence, on peut conclure que notre métsidalide, et elle peut étre appliquée sans pnoblé
pour le contrdle routinier des nitrates dans I'patable.
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Annexe 1

Spécifications des eaux d’alimentation humaine
NM 03.7.001 (SNIMA)

Paramétres Expression des résultats VMA
Aluminium Al:mg/I 0,2
Ammonium NH,: mg/I 0,5
Arsenic As : ug/l 10
Baryum Ba : mg/I 0,7
Bore B : mg/I 0,3
Cadmium Cd:pg/l 3
Sélénium Se : pg/l 10
Chlorure Cl:mg/I 750
Chrome Cr:ug 50
Conductivité us/cm a 20°C 2700
Cuivre Cu:mg/l 2
Cyanure CN : ug/l 70
Fer Fe:mg/I 0,3
Fluorure F:mg/l 1,5
Manganése Mn : mg/I 0,5
Mercure Hg : ug/l 1
Nickel Ni : pg/l 20
Nitrates NO;: mg/I 50
Nitrites NO,: mg/I 0,5
Oxydabilité au KMNO4 0,: mg/l 5
Oxygene dissous 0,: mg/I 5<02<8
pH 6,5<pH<8,5
Plomb Pb : pg/l 10
Sulfate SO,4: mg/l 400
Zinc Zn : mg/| 3
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