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Liste des abréviations :

EVM : Eléphant Vert Maroc
bioF : bio-fertilisants ;

bioP : bio-pesticides ;

N: Azote ;

P : Phosphore ;

K : Potassium ;

C/N : carbone/azote ;

MO : matiére organique ;
MB : matiére brute ;

MS : matiére séche ;

CFU : colonies formant unité ;
S : spécification.
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Introduction :

La chimiométrie est une nouvelle discipline qui combine les outils statistiques a la chimie.
Elle consiste a exploiter au maximum les données chimiques, afin de pouvoir mettre en valeur
le contrdle et I’optimisation d’un procédé, tout en améliorant la qualité des produits fabriqués.

Durant ma formation au master CAC-agiq que propose la faculté des sciences et techniques
de Fes, j’ai pu acquérir certaines connaissances théoriques relatives a la chimiométrie, et que,
j’al pu mettre en pratique tout au long de mon projet de fin d’études au sein du groupe
¢léphant vert Maroc.

L. Descriptif de I'’entreprise :

Eléphant vert SA est un groupe multinationale suisse qui opére dans le secteur agronomique.
Avec un effectif de 286 collaborateurs en Afrique et en Europe, le groupe compte 5
implantations au Maroc, au Mali, au Sénégal, en cote d’ivoire, et en France.

Son implantation au Maroc qui a été crée en 2011, est spécialisée dans la production et
commercialisation de produits agricoles : bio-fertilisants et bio-pesticides.

Située a 1I’Agropolis de la commune Mejjate, Meknes, Eléphant vert Maroc compte
aujourd’hui un effectif de 99 collaborateurs. Son capital s’éléve a plus de 415 MDHS.
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Figure 1 : Site éléphant vert Meknés



1. Structure du site Eléphant Vert Maroc :

Eléphant vert
Maroc

la clinique des
plantes

BIOP BIOF Valorhyse LACQ

Figure 2 : Structure d’EVM

2. Descriptif des services :

BIOF : production de diverses gammes de bioFertilisants, qui répondent a tout besoin de
I’agriculteur.

EV microorganismes Maroc SA / BIOP : production de pesticides bios.

La clinique des plantes : c’est une filiale d’Eléphant vert spécialisée dans le service agricol.

Son activité consiste a accopmagner et encadrer techniquement 1’agriculteur. Elle opére
indépendamment d’EVM.

LACQ : Laboratoire de préstation d’analyse de produits EVM bioF.

Valorhyse : en collaboration avec des instituts et centres de recherche et développement, la

mission du R&D EV Maroc consiste a mettre en pratique les derniéres innovations en
biothechnologie pour concevoir de nouveaux produits, ou améliorer ceux qui existent déja.

3. Organigramme du site EV Meknes :

ALASRIA.
directeur
général
BOURASS K.
directeur du
site
| |
| | | | 1 | | 1 | | 1 1
ELMADROUM TAOUDI L. HAMROUD M. responsable BENZINOU K. MEREZEK S.
ELJEITI B. chef responsable responsable . responsable
A. responsable " responsable 3 production responsable
comptable maintenance production cpontrole
RH QHSE BIOF achats L
BIOP qualité

Figure 3 : Organigramme du site EVM-Meknes

Durant la période de mon stage, j’ai été affecté au service « controle qualité ». Ce dernier
interagi avec les services, matiéres premicres, production, et produits finis ; affin d’accomplir
sa mission qui consiste a veiller sur la qualité des produits bioP et bioF, tout au long de la
chaine de production.




II. Généralités :

1. Descriptif des produits EVM :

1.1. Les bio-fertilisants :

Les fertilisants sont des substances organiques destinées a apporter a un milieu de
culture les ¢éléments nécessaires au développement de la plante (soient [’azote, le
phosphore, le potassium, le carbone, et la matiere organique), dans le but
d’améliorer les propriétés physiques, chimiques et biologiques du sol, et donc
d’améliorer le rendement.

Or, ces ¢léments nutritifs existent naturellement dans le sol, mais, a cause de ’agriculture
intensive, et des phénoménes d’érosion, le sol s’appauvrisse en mati¢re organique, ce qui
entraine la baisse de sa fertilité.

L’utilisation des fertilisants dans les cultures contribue donc a I’entretien de la matiere
organique des sols, favorise la rétention d’eau, stimule et améliore la vie microbienne et
optimise le complexe argilo-humique.

On distingue deux catégories de fertilisants :

e Les fertilisants chimiques : issus d’une transformation chimique. Ils agissent souvent
plus vite que les fertilisants organiques, puisqu'ils ne nécessitent pas de
décomposition. Cependant, ils risquent d’avoir un effet nocif sur les nappes
phréatiques.

e Les fertilisants organiques : issus essentiellement des déchets d’origine animale ou
végétale. Ils sont appelés également «engrais de fond» puisqu’ils demandent
plusieurs mois avant d'agir. Ainsi, ils libérent les nutriments lentement mais
longtemps.

Le service bioF d’Eléphant vert s’engage donc a produire des fertilisants bio, capables de
reconstituer la capacité de production des sols et d’augmenter le rendement de la production
agricole tout en respectant 1I’environnement.

Selon leur composition, le groupe présente trois gammes de bio-fertilisants :

e ORGANOVA (MO >20% MB et MS >30% MB) ;
e FERTINOVA (N+P,05+K,0 =7%) ;
e GALINATOP.

Avec :

MO : matiére organique ;
MB : matiére brute ;

MS : matiére séche.



Les produits de ces trois gammes sont caractérisés par :
o L’innocuité (pas de phyto-toxicité) ;
o La stabilité ;
o La conformit¢ commerciale vis-a-vis le taux NPK, la mati¢re organique, et

I’humidité.

1.2. Les bio-pesticides :

Les pesticides sont des substances utilisées en agriculture pour lutter contres des organismes
nuisibles aux cultures. Ils regroupent différentes catégories dont: les herbicides, les
insecticides, les fongicides, les stimulants, et les nématicides.

Contrairement aux pesticides d’origine chimique, les bio-pesticides n’ont pas un effet néfaste
sur la santé humaine, vu que leur forme est basée sur des produits naturels.

On distingue trois groupes de bio-pesticides : les bio-pesticides microbiens, les bio-pesticides
biochimiques, et les phyto-protecteurs incorporés dans les plantes.

Au service bioP d’¢léphant vert Maroc, on s’est spécialis¢ dans la fabrication des bio-
pesticides microbiens a base de champignons, qui sont des organismes qu’on peut trouver
dans chaque type d’environnement sur terre.

11 s’agit essentiellement des champignons : Métharizium, Beauveria, Trichoderma, Isaria, et
Cladosporium.

2. Descriptif des procédés :

2.1. Procédé des bio-fertilisants :

Dans le service bioF, on distingue deux procédés de fabrication : un pour les composts
(Organova et Fertinova), I’autre pour le produit Galinatop.

e Procédé de I’Organova et du Fertinova :

Les fertilisants sont produits principalement par compostage, qui est un processus
naturel de transformation de matiéres organiques fraiches, en substances humiques
appelées techniquement « humus » ; par succession de microorganismes évoluant en
conditions aérobies. Une fois stabilisée, la matiére organique humiifée est appelée
« compost ».

Etape 1 : réception des mati€res premieres

A EVM, on a opté pour des matieres premieres d’origine animale et végétale. Il s’agit
principalement du :



Fumier ovins ;

Fumier bovins ;

Fente volaille poulets de chaire ;
Bois de taille ;

Sciure de bois ;

Cendres ;

Refus de criblage.
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Les proportions de ces ingrédients difféerent d’un produit a 1’autre.

Etape 2 : préparation des mélanges

Cette étape consiste a mélanger les matiéres premicres a des proportions prédéfinies.
Cependant, c’est une étape critique qui influencera le reste du processus du compostage, donc
les mélanges doivent respecter les conditions suivantes :

e Une homogénéisation ;

e Un rapport C/N initial compris entre 20 et 35 ;
e Une humidité comprise entre 45% et 60% ;

e Un pH compris entre 6 et 8.

Selon la disponibilit¢ des matiéres premicres, ou les caractéristiques du produit, les
proportions peuvent étre modifiées. On peut éventuellement envisager ’ajout d’autres
ingrédients tels que le phosphore et les cendres blanches.

Etape 3 : fermentation

La fermentation correspond a une phase de dégradation intensive de la matiére organique.
Elle est pratiquée a 1’air libre et dure de 4 a 5 mois, durant lesquels des retournements ainsi
que des apports en eau sont réalisés, dont le but est d’assurer les conditions d’aération,
d’humidité, et d’homogénéité.

Il est a savoir que le terme fermentation définit les modifications chimiques du substrat liées a
I’activité microbienne, tant en aérobiose qu’en anaérobiose, selon le Dictionnaire
d’Agriculture — Conseil International de langue francaise, 1999.

En effet, apreés arrosage de 1’andain, le liquide résiduel provenant de la percolation
de I’eau a travers I’andain, appelé¢ techniquement «le lixiviat», est récupéré apres
arrosage pour une utilisation ultérieure, vu sa teneur assez importante en matiere
organique.

Le stade de fermentation peut étre subdivisé en deux grandes phases :

= La phase mésophile : caractérisée par une augmentation de la température (jusqu’a
40°C), et une légere baisse du pH (jusqu’a 5) due a la dégradation des composés

°



facilement biodégradables (tels que les glucides, les protides, et les lipides) ; et la
formation des acides organiques.

= La phase thermophile: caractérisée par une augmentation considérable de la
température (jusqu’a 70°C) et du pH (jusqu’a 8), un asséchement, et une perte de la
matiere organique sous forme de CO,.

Etape 4 : Criblage

C’est une opération qui permet non seulement de débarrasser les mélanges des gros
débris, mais aussi d’atteindre la granulation souhaitée. Les rejets seront réintroduits
par la suite dans les mélanges initiaux, vu leur teneur assez importante en maticre
organique.

Etape 5 : maturation

Cette étape est indispensable pour la stabilisation du compost. Elle peut durer de 2 a 4
semaines. Pour s’assurer que le compost est mur, on peut avoir recours a un test de
germination (test de Cresson).

La maturation se déroule en deux grandes phases :

= Phase de refroidissement : ou les composés plus lourds tels que la cellulose et la
lignine sont attaqués par les champignons et les actinomycetes.

= Stabilisation : a ce stade, on assiste a une diminution de la température (entre 30°C et
40°C), a une stabilisation de la matiére organique, a une ¢limination des substances
organiques phyto-toxiques, et a la formation de I’humus. Ce dernier est exempt de
vers, et acquiert une structure grumeleuse.

fermentation o, maturation >
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0 mésophile thermophile refroidissement maturation
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0 2 4 B

Durée de ¢ompostage (moais)

Figure 4 : Phases du compostage



Avant de procéder au stockage du compost, il faut s’assurer d’abord qu’il répond aux
spécifications de la conformité en termes d’innocuité. Pour ce faire, on fait appel a des tests
de libération (qui seront détaillés par la suite).

Etape 6 : stockage et conditionnement :

Le conditionnement se fait principalement dans des sacs de 25 et 50 Kg. Le produit peut aussi
étre présenté en vrac.

Il faut signaler qu’a chaque opération du procédé, un contrdle est effectué sur différents
parameétres ; pour s’assurer que tout est conforme aux spécifications exigées.

e Procédé du Galinatop :

La fente volaille poules pondeuses constitue a part entiere ['unique ingrédient du
produit Galinatop granulé. Pour aboutir a un produit fini, cet ingrédient va passer
par tout un procédé de granulation, et donc par les €tapes suivantes :

= Réception de la maticre premicre ;
= Séparation selon la taille ;

= Broyage ;
=  Me¢lange ;
= Presse;

= Refroidissement ;
= Dépoussiérage ;
= Conditionnement et stockage.

Figure 5 : Produit fini Galinatop



2.2. Procédé des bio-pesticides :

Etape 1 : préparation de la pré-culture :

Cette étape consiste a fournir a la souche de champignons les conditions nécessaires a son
développement, soient les nutriments (sources d’azote et de carbone), I’aération, 1’agitation, et
la température. On obtient donc une pré-culture.

Etape 2 : Fermentation liquide :

Elle comprend :

e Un nettoyage du fermenteur ;

e Une stérilisation a vide ;

e Le chargement du fermenteur par le milieu de culture ;

e Une stérilisation a plein ;

e Un refroidissement ;

¢ Une inoculation du fermenteur par la pré-culture ;

e La fermentation. Le produit obtenu est appelé « une culture ».

Etape 3 : Fermentation solide :

Il s’agit d’une fermentation microbiologique qui se déroule sur une surface de matiere solide
(pouvant absorber ou contenir de 1’eau), qui constitue a la fois le milieu de fermentation et le
substrat. A EVM, on opté pour le riz comme substrat.

La fermentation solide se déroule comme suit :

e Préparation du riz : nettoyage, humidification, cuisson, et refroidissement ;

e Inoculation du riz par la culture des champignons. A ce stade on obtient le mélange
Mout-Riz ;

e Séchage du mélange avec I’air sec. Cela facilitera la séparation riz-champignon ;

e Extraction par aspiration ;

e Séchage ;

¢ Conditionnement et stockage.



III. Controle Qualité des produits EVM :

Le service «controle qualité » est un service qui s’occupe de la mise en place des
opérations nécessaires au controle d’un processus, afin de s’assurer que le
produit/service fourni par une entreprise réponde aux spécifications prédéfinies et
donc aux besoins des consommateurs. C’est ce qui fait que ce service est
indispensable au sein de chaque unité industrielle.

Comme cité précédemment, la filiale du groupe éléphant vert au Maroc présente
principalement deux types de produits agricoles: les bio-fertilisants et les bio-
pesticides a travers différentes gammes. Ces deux produits se différencient les uns
par rapport aux autres a plusieurs niveaux dont la nature du produit, ses
caractéristiques, son procédé et ses conditions de fabrication, mais aussi le protocole
de contrdle qualité.

1. Protocole CQ bioF:

Afin d’assurer la qualit¢ des bio-fertilisants produits par EVM, un protocole de
controle qualit¢ a été mis en place. Ce protocole porte sur l’intégralité de la chaine
de production, de la réception des matieres premicres, jusqu’au stockage des
produits finis.

La mesure de I'humidité et la température sont les analyses les plus pratiquées. Elles
doivent porter sur des échantillons homogeénes et représentatifs de la maticre. Elles
se déroulent comme suit :

e La température: prise sur six points de 1’andain (3 fois par face). Cette

opération est effectuée a une fréquence dépendante de I’opération en cours, au
moyen d’une soude de température ;

e L’humidité: mesurée sur un échantillon relevé du mélange de six
prélévements par andain, au moyen d’un dessiccateur.

Controle qualité des mati€res premieres :

Avant de procéder a 1’étape du mélange, il est d’abord nécessaire de réaliser un
contrble qualité des matiéres premieres.

Le contrdle qualité standard consiste a :

o Vérifier la présence de corps étrangers (notamment des traces de sol, de
métaux, de verre, ou de plastique) par un simple controle visuel de chaque
arrivage de matiere premicre ;

o Mesurer I’humidité par un dessiccateur.



En supplément, des analyses agronomiques sont réalisées de mani¢re semestrielle
sur la totalit¢ des matiéres premicres livrées par tous les fournisseurs. Ces analyses
comportent les parametres NPK, le carbone, le rapport C/N, la matiére organique,
I’humidité, et le pH.

Controle qualité des mélanges :

Le protocole de controle qualité des mélanges consiste & mesurer [’humidité, et a
réaliser les analyses agronomiques.

L’andain ne peut passer a [’étape de fermentation que si 1’étape du mélange est
validée.

Controle qualité de la fermentation :

Tout au long de 1’étape de fermentation, les parametres suivis sont :

e Latempérature : a une fréquence minimale d’une fois par semaine ;
e [’humidité.

En effet, le suivi de la température nous permet de nous assurer du bon déroulement
de processus de biodégradation, mais aussi de détecter le moment opportun pour
’aération et les retournements.

Controle qualité de la maturation :

En plus des mesures de la température et de I’humidité, un test de détermination du
taux de germination est réalisé. Il se déroule comme suit :

Test de Cresson :

= Tout d’abord, on incorpore 20g du compost a analyser a 3880g de sol ;

* On répartie le mélange dans 4 pots de 1kg ;

* On dépose les pots dans un récipient contenant de l’eau, et on laisse I’eau
s’infiltrer lentement pendant une durée de 2 a 4 heures ;

= On dépose de maniere dispersée 25 grains de Cresson dans chaque pot, et on
les couvre par du sol.

= On dépose chaque pot dans un récipient contenant 1’eau, et on laisse les
grains germer sous la lumiere ;

La lecture se fait apres 48, 72, et 168h.
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Figure 6 : Test de Cresson

Le taux de germination se calcule selon la formule : TG = % *100

Avec:

TG : taux de germination ;
GG : nombre de grains germés ;
GT : nombre total des grains = 25.

Contréle qualité du produit fini :

Le protocole de contrdle qualité des produits finis BIOF comprend :

o La mesure de I'humidité et les analyses agronomiques, pour les produits finis
présentés en vrac ;

o La mesure de I’humidité, les analyses agronomiques, le contréle du poids, et
des sacs; pour les produits conditionnés.

Controle de la granulation :

Le produit granulé¢ Galinatop doit présenter une texture ni trop dure, ni trop moue.
En plus du contréle de I’humidité, un test de friabilit¢ est réalisé, ou on teste si les
granulés se cassent apres un léger frottement avec les mains.

2. Protocole CQ bioP:

Pour faire le suivi de production et libération des produits finis bioP-EVM, on fait
appel a des méthodes physicochimiques et microbiologiques :

2.1. Méthodes physicochimiques :

Détermination de 1’humidité :
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La mesure de I’humidité nous permet de connaitre la quantité d’eau contenue dans une
maticre. Pour la déterminer, il existe différentes méthodes. Au service bioP-EVM, on a opté
pour une dessiccation a infrarouge a une température T=115°C.

Figure 7 : Dessiccateur a infrarouge

2.2. Méthodes microbiologiques :

Ces tests permettent la détection et éventuellement la quantification des microorganismes
dans un produit, a travers un dénombrement en surface, ou une simple observation de
1’échantillon au microscope.

2.2.1. Testa Etat frais :

Le test a I’état frais consiste a observer les cellules vivantes dans I’échantillon par un
microscope. Il nous permet de suivre le développement de la souche, et détecter une
éventuelle contamination bactérienne.

Ce test se porte sur la pré-culture avant inoculation du fermenteur, mais aussi, sur des
prélévements des cultures en cours de fermentation a une fréquence définie.

2.2.2. Testde Malassez:

Ce test permet la détermination de la concentration des spores soit le nombre de cellules
contenues dans un volume précis de milieu liquide.

La numération cellulaire est réalisée directement par comptage au microscope, a 1’aide d’une
lame de comptage spéciale (ou cellule de numération). Il s'agit d'une lame de verre (appelée
cellule de Malassez) sur laquelle un quadrillage a été gravé de 25 rectangles contenant eux-
mémes 20 petits carrés.
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Figure 8 : Cellule de Malassez

On exprime le résultat de la numération en concentration de germes, c’est a dire en nombre de
germes par millilitre.

Matériel :

O O O 0 O O O

Balance ;

Cellule de Malassez ;
Microscope ;

Vortex ;

Pipette pasteur ;
Flacons de 50 ml ;
Tubes a essai.

Mode opératoire :

O 0 O O O

Prélever 1 ml de I’échantillon (ou 1g s’il s’agit d’un produit en poudre) ;

Ajouter éventuellement 9 ml d’eau avec du Tween 80 stérilisée ;

Agiter ;

Diluer jusqu’a 10 si nécessaire ;

Préparer la cellule de Malassez : Humidifier les glissiéres latérales sur lesquelles va
reposer la lamelle, déposer la lamelle sur les rebords, celle-ci doit adhérer par un "effet
ventouse".

Agiter la dilution 107, prélever 1 ml avec la pipette, placer I'extrémité de la pipette
contre la lamelle et délivrer le liquide en évitant tout débordement vers les rigoles.
Compter les germes présents dans 5 carreaux en diagonale de la cellule de Malassez.
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N1=somme des spores comptés dans les cellules identifiées avec (-) dans le 1¥ cadrant

N2=somme des spores comptés dans les cellules identifiées avec (-) dans le 2™ cadrant

Calcul et interpretation des résultats:

N1+N,

La concentration est calculée selon la formule suivante : CS = 2*5 / V % 104

Avec :

CS : concentration des spores ;
V : volume d’une cellule.

2.2.3. Tauxde germination :

Ce test permet de vérifier la viabilité des spores présents dans un produit fini bio-pesticides. I1
se déroule comme suit :

Matériel :

Balance ;

Microscope ;

Solution du Tween 80 ;

Vortex ;

Incubateur ;

Boites de Pétri coulée avec le milieu de culture PDA (spécifique aux champignons) ;
Pipette Pasteur ;

Flux laminanire ;

Micropipette.

0 0O O 0O O o 0O O O

Mode opératoire :

Le test de détermination du taux de germination peut se mettre en place soit indépendamment,
soit simultanément avec les tests de détermination des concentrations des spores et des
contaminants (qui seront détaillés par la suite).
Dans le premier cas, on proceéde comme suit :

o Prélever 0,1 g de poudre de champignon ;

o Dissoudre les 0,1g dans 10 ml d’eau avec du Tween 80;

o Agiter.
On peut diluer la solution jusqu’a 107, si elle est trés concentrée.

Dans le deuxiéme cas, on utilise la dilution 107,

o Mettre environ 200 pl de la dilution testée dans les petites boites de Pétri coulée
préalablement avec du PDA (2 boites par échantillons) ;
o Etaler et incuber a 26°C+/-2°C pendant :
*  24h pour Métharizium

1



= de 17h a 19h pour le Trichoderma.
o Lecture des boites au microscope optique avec un grossissement de 40x. Le comptage
se fait zone par sone, en déplacant la boite de Pétri latéralement jusqu’a balayer toute
la surface de la boite.

Les spores germés correspondent a ceux ayant émis des bourgeons ou tubes germinatifs avec
une longueur d’au moins égale a la largeur ou au diamétre de la spore.

Figure 9 : Spores germées

Calcul et interprétation des résultats:

Le pourcentage de spores germées des 3 boites sera calculé selon la formule : TG = % * 100
t

Avec :

TG = taux germination ;
Ng = nombre de spores germées ;
Nt = nombre total de spores.

2.2.4. Méthode de dénombrement sur milieu solide :

Le principe de la méthode de dénombrement sur milieu solide consiste a procurer a
I’échantillon, les conditions favorables pour la prolifération des germes recherchés, soient les
nutriments et une température spécifique, et de dénombrer les colonies qui se sont formées
apres incubation.

11 est a noter, que le milieu nutritif utilisé dépend du germe recherché (bactérie, champignon,
ou flore bactérienne), et qu’on peut procéder a une dilution éventuelle de I’échantillon, afin de
faciliter le dénombrement.

Au service bioP-EVM, les analyses microbiologiques se portent sur le produit tout au long de
la chaine de production, depuis la réception des matiéres premicres, jusqu’au stockage du
produit fini ; mais aussi le matériel, les appareils, et I’environnement de la production.
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Matériel utilisé :

O 0O O 0O 0 0 o O O O o0 O o O o o

Milieu de culture PDA pour la détermination du taux de contaminants ;
Milieu de culture PCA pour la détermination des concentrations des germes ;
Etuve ;

Autoclave ;

Flux laminaire ;

Bain-marie ;

Balance de précision ;

Boites de Pétrie stériles ;

Flacon stérile ;

Etaloir ;

Pipette sérologique stérile ;

Tubes a essaie ou tube Falcon avec bouchon stériles ;

Vortex ;

Micropipettes ;

Pipetteur €lectronique ;

Tips/Cones stériles.

Préparation du milieu de culture :

O O O O

@)

Préparation du milieu de culture PDA/PCA ;

Stérilisation de la préparation du milieu a 121°C pendant 15 min dans 1’autoclave ;
Refroidissement a température ambiante ou au bain-marie jusqu’a 40°C £ 2°C ;

Ajout d’une solution de Rouge Bengal dans le milieu PDA juste avant de le couler. Le
rose Bengal a pour role, d’empécher la croissance des bactéries.

Coulage des milieux de culture PDA/PCA dans des boites de pétri, sous le flux
laminaire ;

Gélification des milieux de culture contenus dans les boites de pétri a température
ambiante et sous le flux laminaire.

Conservation a 4°C jusqu’a utilisation.

Préparation des échantillons :

Cette ¢tape differe selon 1’échantillon controlé.

» Contréle des fermenteurs, pré-cultures, et effluents :

On utilise uniquement le milieu de culture PCA, vu qu’on ne vise que la détection des
contaminants.

On procede a la méthode du dénombrement sur milieu solide, comme suit :

(@)

Verser environ 12mL de la gélose PCA fondue (a 40°+2°C) dans les boites de pétri, et
laisser gélifier ;

Couler I’échantillon (1mL pour les effluents), et I’étaler dans les boites (2 boites par
¢chantillon) ;
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o Préparer un témoin négatif : une boite de pétri contenant le milieu de culture sans
I’échantillon ;
Incuber les boites a I’étuve a 26°C+/-2°C ;
Lecture des boites apres 24h.

» Controle des produits finis :

Pour les produits finis, en plus du test du taux de germination, on détermine deux paramétres
microbiologiques :

= La concentration des contaminants, ou on utilise le PCA comme milieu de culture ;
= La concentration des germes, ou on utilise le PDA comme milieu de culture.

Préparation des tubes de dilution :

La préparation des tubes de dilution s’avere une étape indispensable. En effet, Si on utilise des
échantillons concentrés, on aurait la formation d’un tapis aprés incubation. Et donc la lecture
des boites (le dénombrement des colonies) serait une tache impossible.

Les dilutions se font avec une solution eau + tween.

o Préparation de I’eau peptonée avec du Tween 80;
o Stérilisation de 1’eau peptonée avec du Tween a 121°C pendant 20 min ;
o Distribution de 9ml d’eau peptonée par tube, sous le flux laminaire.

Dilution de I'échantillon :

Pesage de 1g de I’échantillon a tester dans un flacon stérile ;
Ajout de 9ml de I’eau distillée avec du Tween 80, sous le flux laminaire (ce qui est
équivalent a une dilution de10™) ;

o Faire des dilutions de10™ jusqu’a 10" : 1ml de la dilution précédente dans 9ml d’eau
peptonée avec Tween 80 (contenus dans les tubes préalablement préparés) ; voir le
schéma ci-dessous :

1.0l
transfer
1.0 mL 1.0rmL 1.0mL 1.0rmL 1.0 mL
transfer  transfer /_ ______ transfer transfer  transfer
} J } T 10mL tatal
. o
concentration: C 1o 1mr2e 1wr3c 1rsC 19 0o

Figure 10 : Série de dilutions de facteur n=10
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Agitation des solutions avant de passer d’une dilution a I’autre ;

Versement de 100ul de chaque dilution dans une boite de pétri a 1’aide d’une
micropipette et de cones stériles (utiliser les dilutions allant et de de10™ a 10” pour le
PCA et de10” 4 10 pour le milieu PDA) ;

Il est nécessaire de commencer toujours par la dilution la plus faible et de préparer
deux boites d’une méme dilution pour une meilleure analyse ;

Etalement soigneux de I’échantillon sur la boite pour une bonne homogénéisation avec
un étaloir stérile ;

Préparation de deux témoins négatifs : une boite de pétri contenant le milieu de culture
sans 1’échantillon et une autre contenant le milieu de culture avec 200ul d’eau
peptonée avec Tween 80 stérile ;

Incubation des boites a I’étuve a 26°C+/-2°C ;

Lecture des boites apres 24h pour le milieu PCA, et 72h pour le PDA.

Calcul et interprétation des résultats :

Nombre de CFU=X * % * —

Avec :

D

e m

X=nombre de colonies comptées ;

Ve= volume étalé sur les boites ;

Vo= volume totale pour préparer la solution de départ ;
D= la dilution lue ;

m= masse pesée en g.

Le résultat final quantifié¢ est exprimé en CFU/g

Figure 11 : Comptage des colonies
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IV. Présentation de la problématique :

Mise en place du suivi de consistance des produits EV Maroc : BIOF et bioP.

Pour controler les parametres de chacun des produits finis EVM, il va falloir mettre en place
un modele de suivi de consistance a travers les cartes de controle. Ce qui fera 1’objet de la

premiere partie.

La deuxiéme partie sera consacrée a la présentation de la validation de deux méthodes
d’analyse microbiologique : la détermination du taux de contaminants, et la concentration des
spores dans les produits finis BIOP.

1¢re partie : modeéle de suivi des produits finis bioF et bioP :

Les bio-fertilisants et les bio-pesticides sont des produits bios issus d’un procédé
totalement naturel. Ce qui fait que leur composition varie d’un lot de production a
I’autre. Cependant, chaque paramétre doit respecter la spécification qui lui a été

attribuée.

Pour les gammes des bio-fertilisants, les paramétres a suivre sont :

Produit Parameétre - S pécification %
Minimum Maximum

N 0,6 -

P 0,6 -

K 0,6 -

ORGANOVA Matiére organique sec 43 50
Humidité 30 40

Test de cresson 85 -

N 1,6 -

P 2,6 -

K 1,6 -

FERTINOVA MO 30 -
Humidité poudre 25 35

Humidité granulé 20 30

Test de cresson 85 -

N 3 4
P 3,2 4.5
GALINATOP K 1,5 2,5
MO 52 -

Humidité 12 20

Tableau 1 : spécifications des produits finis bio-fertilisants

En ce qui est des produits bioP, on distingue quatre parametres de libération du produit fini.

Le suivi se portera donc sur :
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Paramétre Smin* Smax**
Germination 80% -
Produits bioP Humidité 5% 10%
Concentration des spores - -

Taux de contaminants - -

Tableau 2 : spécification des produits finis bio-pesticides

*Smin : spécification minimale ;
**Smax : spécification maximale.

Les spécifications des parametres « concentration des spores » et « taux de contaminants »
dépendant du choix du client, et donc différent d’une production a I’autre.

Pour un suivi a long terme, et via le logiciel Excel, on a fait appel a I’un des outils de la MSP,
et donc on a établi un modele de carte de contrdle sur les mesures des parameétres de chacun
des produits.

1. Définition de la MSP :

La maitrise statistique des procédés est 1’ensemble des outils de controle qualité qui
permettent par une méthode statistique de surveiller un procédé de fabrication ou une
méthode d’analyse, afin de garantir la qualité des produits/services.

Elle s’appuie essentiellement sur le concept des cartes de controle.

2. Définition d’'une carte de controle :

Une carte de contrdle est une représentation graphique qui permet de visualiser la variabilité
d’un parametre/ procédé. Elle est 'un des outils cruciaux pour la maitrise statistique des
procédés, dans le domaine du contrdle qualité.

Son utilisation permet entre autre de dire si la variabilit¢ du caractére étudié est due
uniquement a des causes aléatoires, ou qu’ils existent des causes assignables ; ce qui nous
permettra de trancher si le procéd¢ est sous contrdle ou pas.

2.1. Principe des cartes de controle :

Le principe des cartes de contrdle repose sur le fait que les parameétres suivis doivent étre
dispersés d’une certaine manicere de part et d’autre de la moyenne, et compris entre deux
limites dites « limites de contrdle inférieure et supérieure » déterminées a partir de la
moyenne et de 1’écart-type de la série de mesure.

2.2. Construction d’'une carte de controle :

Pour construire une carte de controle, il faut d’abord vérifier si les valeurs du caractére étudié
suivent une loi normale.
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Ensuite, et en fonction des numéros de lots ou des dates, on a a représenter graphiquement les
valeurs du caractére suivi, la moyenne de la série de mesures, les limites de contrdle inférieure
et supérieure, les limites de surveillance inférieure et supérieure, et éventuellement, la
spécification inférieure et/ou supérieure.

Valeur du paramétre : x;

Taille des lots de production : n

Moyenne : X, = Z Xif n

Ecart-type : 6; = ’Z(x’T_f')

Limite inférieure de surveillance : X,- 2*0;
Limite supérieure de surveillance : X, +2*o;
Limite inférieure de contrdle : X,- 3*0;
Limite supérieure de contrdle : X,+3*0;

2.3. Interprétation d’'une carte de controle :

o Aucun point ne dépasse les limites ;
o Les points sont bien dispersés de part et

i I e /\ — d’autre de la moyenne ;

/ el 7 i Le procédé est donc sous contrdle statistique.
¥ o La présence d’un ou plusieurs points qui
dépassent une limite de controle ;
A X A A\ f—\/ o Une série de 8 points ou plus au dessus ou
/S TV VN en dessous de la moyenne.
Nous indique la présence d’une cause assignable.

La présence de tendances inhabituelles peut consti
tuer une preuve de changement de capabilité.
/—/_/—, Lorsque 1’on observe :
/_/_,.J - 7 intervalles consécutifs en augmentation ou
diminution régulicre,

c’est le signe qu’une dérive ou une tendance a co
mmencé dans le procédé

| =




3. Application : Etablissement d’'un modeéle de cartes de contrdle des
produits EVM :

, 1 3 u , S studié u u
D’abord, il est a noter que dans notre cas, les caractéres étudiés ne sont que les mesures des
paramétres a suivre, correspondant a 1’ensemble des lots de production.

Dans ce cadre on va traiter ’exemple de 1’établissement d’un modéle de cartes de controle de
troix parametres correspondant a deux gammes de produits bioF et un produit bioP. Il s’agit
du parameétre « taux de matiere organique % » pour 1’Organova, de « I’humidité % » pour le
Galinatop, et de la concentration des spores pour les produits dérivés de la souche
« trichoderma ».

Cependant, avant de procéder a I’établissement d’une carte de controle, il faut d’abord
s’assurer que les caractéres étudiés sont répartis dans 1’ensemble des lots de production
suivant une loi normale. Pour ce faire, on va faire appel au test de Shapiro & Wilk, via le
logiciel Minitab.

3.1. Test de normalité :

Soit le test d’hypothese :
Hy : 1a série suit une loi normale ;
H; : la série ne suit pas une loi normale.

La régle de décision consiste & comparer P-value au risque qu’on a fixé a=>5%.

L’hypothese nulle Hy n’est acceptée que si P-value > 0,05.

Probability Plot of Organova-MO%
Normal
99,9

Mean 30,89

® StDev 4,739

997 N )

RJ 0,990

954 P-Value >0,100
90 4
80_
= 701
g 0]
e 50
& 5
20
10
5
14

0,1 T T T T T T T
15 20 25 30 35 40 45 50
Organova-M0%

Figure 12 : Normalité du parametre « MO% » de I'Organova
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On a P-value > o, on accepte I’hypothése Hy et donc la série de mesure du paramétre
« matiere organique » des lots du produit Organova suit une loi normale.

Probability Plot of Galinatop-H%

Normal
99
Mean 20,31
StDev 3,555
95+ N 30
RJ 0,993
£ P-Value >0,100

80
70+
60
50
40
30+
20

Percent

10 15 20 25 30
Galinatop-H%

Figure 13 : Normalité du parametre « humidité % » du Galinatop

On a P-value > a, on accepte ’hypothese Hy, et donc la série de mesure du paramétre
« Humidité » des lots de production Galinatop suit une loi normale.

Probability Plot of Trichoderma-CS

Normal
99
Mean 5,422
StDev 1,506
951 N 24
RJ 0,991
= P-Value >0,100

80-
70-
60-
50-
40-
30-
20-

Percent

1 T T T T T

1 2 3 4 5 é
Trichoderma-CS

Figure 14 : Normalité du parametre « concentration des spores » de la souche
Trichoderma

On a P-value > a, on accepte 1I’hypothése Hy, et donc la série de mesure du parametre
« concentration des spores » de la souche Trichoderma suit une loi normale.
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3.2. Cartes de controle :

>0.00 Organova-M0%
45,00

40,00 \—- —————— R
35,00 S A PST

H e ¥
30,00 —\ s Bt St SRS % S

25,00 * = A

20,00 * =

15,00 T T T T T
01/01/2013 01/01/2014 01/01/2015 01/01/2016 31/12/2016 31/12/2017

Moyenne - - - LSS --= LIS
--- LSC ---LC LCA
o— LABOMAG o— LACQ Linéaire (TIMHDIT)

Figure 15 : Carte de contréle du parametre « MO% » de I'Organova

D’apres cette carte de contrdle, on voit que les mesures sont bien dispersées de part et d’autre
de la moyenne.

Il y a présence d’une seule valeur qui dépasse la limite de controle supérieure. Elle correspond
aux premiers lots de production.

36,50 .
Galinatop-H%

31,50 +—========== Ee=====c====—=——=]==

2650 - —T oSS ooooboooooo o =Xk SJL

[ )
21,50 S _.A_g
¥ o 'Y -
16,50 - .—_.>. ¢

11,50 e —— I
6,50
1,50
01/01/2015 01/01/2016 31/12/2016 31/12/2017
Moyenne -=-= LSS --= LIS
--- LSC ---LIC o— LABOMAG
+«—LACQ S MIN e S MIAX

Figure 16 : Carte de contréle du parametre « humidite% » du Galinatop
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On voit sur ce graphe que les mesures sont plus au moins dispersées de part et d’autre de la
moyenne.

Il y a présence de plusieurs mesures qui dépassent la spécification supérieure dans les derniers
lots de production, ce qui explique le probléme de I’empattage au niveau des produits finis.

Au cours de I’année 2016, les mesures ont eu tendances a augmenter, ce qui peut étre du a une
cause assignable.

Trichoderma-CS*1010

H
No

[REY
(v}

[0 ¢]

[e)]

i
7

B

N

[e»]

-20 30 80 130 180
—— Cgermes 10710 moyenne ----LIS
---- 1SS ----1IC ----1SC

Figure 17 : Carte de contréle du parametre « concentration des spores » du

Trichoderma

Les lots de production des bio-pesticides sont peu nombreux par rapport a ceux du service
bioF. Cependant, on a établi un modele de contrdle des parameétres de libération des produits
finis.

En ce qui est des productions de la souche Trichoderma, on voit que le parametre
« concentration des spores », a tendance a augmenter.

Aucun point ne dépasse les limites de contrdle, on peut conclure donc que le paramétre est
sous controle.
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2¢me partie : validation d'une méthode microbiologique :

En 2°™ partie, nous avons procédé a la validation d’une méthode microbiologique de mesure
. ui o
de la concentration des spores dans les produits finis

Ce parametre parmi d’autres est principalement pris en considération avant de libérer un lot,
donc il va falloir valider la méthode de sa détermination, afin de s’assurer qu’elle fournit
toujours des résultats fiables.

1. Définition de la validation :

Selon la norme ISO/CEI 17025, la validation est définie comme étant la confirmation par
examen et 1’apport de preuves objectives du fait que les prescriptions particuliéres en vue
d’une application prévue déterminée sont remplies.

2. Validation d’'une méthode analytique :

Valider une méthode analytique consiste a démontrer avec un degré de confiance élevé et
sous une forme documentée que la méthode permet d’obtenir un résultat analytique qui atteint
les spécifications définies a 1’avance.

Le but est de garantir, que chaque mesure obtenue par une méthode validée, est suffisamment
proche de la vraie valeur inconnue de 1’échantillon.

Le principe de la validation consiste & mettre en place une suite d’études expérimentales qui
permettent de calculer des critéres de validation, dépendant de la méthode.

Dans notre cas, on a opté pour la linéarité, la justesse, la répétabilité, et la fidélité
intermédiaire, comme critéres pour valider la méthode de détermination de concentration des
spores dans les produits finis BioP.

3. Criteres de validation :

3.1. Lalinéarité:

La linéarité d’une méthode est sa capacité a fournir des résultats directement proportionnels a
la vraie valeur a différents niveaux de concentration. L’étude de la linéarité se déroule comme
suit :

a. Vérification de ’homogénéité des variances :

La premicre étape consiste a vérifier I’homogénéité des variances des différents niveaux de
concentration, en le test de Cochran a un risque o :

Soit le test d’hypothése :
Hp : les variances sont homogenes ;
H; : les variances ne sont pas homogenes.
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Pour trancher, on compare la valeur de Ceitique (0 ;10 ;p) lue sur la table de Cochran & Ceaieuis =

S [

Avec :

= o : la probabilité de rejeter a tort I’hypotheése Hy;

= n:nombre de répétitions par niveau de concentration ;
= p:nombre de niveaux de concentration ;

= §% : variances des réponses y au niveau i.

Si Cealcuté < Ceritiques 1’hypothése nulle Hy sera acceptée, et donc on peut affirmer que les
variances sont homogenes.

b. Régression linéaire :

On peut générer un modele linéaire en faisant appel a I’option «régression linéaire » dans
I’utilitaire d’analyse sur Excel, comme on peut faire les calculs manuellement, comme suit :

SPE xy
SCE x

Pente : a=

Ordonnée a ’origine : b=y — ax
Avec :

. SPExy: ?=1Z7=1(x11_7)(y”_3=’)
" SCE=EL, Xju(x;— )7

c. Vérification de I’existence d’une pente significative :

Par ce test, on s’assurera de I’existence d’une pente significative, c'est-a-dire, que la pente
provient de la régression et non des erreurs résiduels.

2
Pour ce faire, on compare Feitique (005 1 ; N-2) lue sur la table de Fisher, a Fealcuis= § l/ 62 =
r

o Oy -P)?
14j=1\V1 /1

S X i)’
N-2

Avec:

= N :nombre total des répétitions = n*p ;
= §?%: variance due a la régression linéaire ;
= §2.: variance résiduelle ;

* ¥ :réponse prédite par le mod¢le lin¢aire y,, = a * x;j+ b ;
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Le modéle n’est donc validé que si le test est significatif, c'est-a-dire, Feaicul¢ > Feritique

d. Test de validité de la droite de régression :

Ce test consiste a s’assurer que la variance caractérisant I’erreur due au modele est inférieure
a Derreur expérimentale. Pour ce faire, on compare Feriique( ; p-2 ; N-p) tiré de la table de
Fisher, a F.ajcus.

Avec :

DD INCASANE
p—2
n F leulé :ﬁ —
calewle g2, Zlez?zl(yl'j—ﬂ)z/
N-p

S?nl : variance due a ’erreur du modele ;
= S% : variance expérimentale ;

Si Feateul¢ < Feritique, 1€ test est non significatif, et ’erreur du modéle est négligeable, et donc le
domaine de linéarité est valide au risque a. Dans le cas contraire, il faut réduire la gamme de
concentration, et de refaire le test.

e. Test de comparaisondelapenteal :

Ce test s’effectue en comparant trisique( ; N-2) lue sur la table de Student, a teaicue= %

a

Avec:

S%y
SCEy

* Variance de la pente S?, =

. . SCE, —a*SPE
*  Variance résiduelle : §%, = %

S1 tealeule < teritique, 1a valeur de la pente expérimentale est identique a la valeur de référence au
risque o.

On tranche sur la linéarité de la méthode selon le test de comparaison de la pente a la valeur de
référence 1. Si la valeur de pente expérimentale est identique a celle de référence (qui est égale
a 1 dans notre), alors on peut déduire que la méthode est linéaire.

3.2. Lajustesse:

La justesse exprime 1’étroitesse de 1’accord entre la valeur moyenne d’une série de résultats,
et une valeur acceptée comme valeur vraie. Elle s’exprime en termes de biais, et elle donne
une indication sur I’erreur systématique.

La premicre étape pour I’étude de la justesse de la méthode consiste a calculer le taux de
recouvrement R, pour chaque mesure, et selon la formule suivante :
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quanti t trouvée
100

R(%) = — — *
quanti té¢ i ntrodui te

a. Test d’homogénéité des variances :

En appliquant le test de Cochran, on va vérifier si les variances des taux de recouvrement des
différents niveaux sont homogenes.

b. Test de validité des movennes :

On proceéde a une analyse ANOVA, pour vérifier si les moyennes des différents niveaux sont
homogenes, et donc trancher s’il existe un effet de niveau ou pas.

Pour ce faire, on compare Feritique (005 p-1; N-p) lue sur la table de Fisher a la valeur de

_ Frésiduelle
Fcalculé._
Fexp érimentale
Avec :
p Zn R, . — ﬁ 2
F _ Lj=1 j=1( ij l)
résiduelle™ p— 1
=12 —
14 n _ _ p n . 2
N i1 Zj=1(Ri;— R) i=1 2j=1(Rij— R))
expérinentale = N — p

Si Feateulé < Feritique » alors on peut conclure que les moyennes des p niveaux sont homogenes au
seuil du risque a.

c. Estimation du recouvrement movyen :

On calcule le taux de recouvrement moyen, ainsi que son intervalle de confiance pour chaque
niveau de concentration.

L’intervalle de confiance du taux de recouvrement moyen s’exprime selon la formule :

IRpy, =R F —““l‘v"i "1” *

c.
Avec :

» G : écart type des R,.
= t(a;N-1): Valeur critique de Student a ddI=N-1.

Pour conclure que la méthode est juste, il faut que la valeur 100% soit incluse dans I’intervalle
de confiance du taux de recouvrement moyen.
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3.3. Lafidélité:

Contrairement a la justesse qui mesure le décalage a la valeur de référence, la fidélité est un
critere qui quantifie la dispersion des mesurages. L’estimation de la fidélité ne demande donc
pas de connaitre la valeur de référence du mesurande.

BEO®

ni fidéle, ni juste  Fidele, non juste  Juste, non fidele Juste et fidele
précis

Figure 18 : Difféerence illustrée entre la fidélité et la justesse

La fidélité est définie comme étant I’étroitesse de 1’accord entre une série de mesures
provenant de multiples prises d’un méme échantillon homogene dans certaines conditions
prescrites, qui, selon lesquelles on peut distinguer :

» La répétabilité : ou on opeére sur le méme échantillon, par la méme procédure
opératoire, le méme opérateur, le méme équipement, dans le méme laboratoire, et
pendant un court intervalle de temps.

» Fidélité intermédiaire (intra-laboratoire) : au sein du méme laboratoire, on fait varier
un ou plusieurs parametres (jour, opérateur, équipement, etc.) pour étudier leur effet
sur la mesure.

» Reproductibilité : il s’agit d’une étude inter-laboratoire, et qui ne sera prise en
considération dans cette validation méthode.

En effet, avant de mettre en ccuvre les calculs de la fidélité, il va falloir réaliser un test
d’homogénéité des variances, et un test d’homogénéité des moyennes.

Le traitement statistique des données d’une analyse intra-laboratoire consisté a faire appel a
une analyse de la variance a un facteur (one-way ANOVA) qui permet de décomposer la
variance totale de toutes les mesures en une variance intra-séries, et une variance inter-séries,
comme 1’indique 1’équation :

Xij—X= (xij—fl)‘F(fl—??)
Y Y (=X =Y Y (x = X))+ X (X, — X)? & SCEr = SCE,eq + SCEj
Avec:

le Z}lzl(xij — X)? = SCE; : Somme des carrés des écarts totale ;
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?:1 Z;‘l=1(xi i~ %)% = SCE,.q : Somme des carrés des écarts résiduelle/ intra-séries ;
Z?zl(fl — X)? = SCE : Somme des carrés des écarts inter-séries.

Ensuite, pour calculer les variances inter-séries SZet intra-séries 24, il convient de diviser les
sommes des carrés des écarts par des nombres de degré de liberté appropriés :

. . ;. SCE yed
Variance intra-séries : Sr%ed =—<
np —p
SCEg _2
. . L. 2 ( p—1 ~Srea)
Variance inter-séries : SS = "

: . : SCE
Si la variance factorielle S5 = pr <0=>S5¢=0

Enfin, le calcul des écart-types de la répétabilité et de la fidélité intermédiaire se fait comme
suit :

Ecart type de répétabilité : S..,, = /S7

red

Ecart type de fidélité intermédiaire : Sp; = /55? + S,

En effet, il n’existe pas un critere universel pour juger si une répétabilité/ fidélité
intermédiaire est bonne ou non, car cela dépend du domaine d’application.

Cependant, on peut exprime les erreurs de répétabilité et de fidélité intermédiaire sous forme
de coefficient de variation, et le comparer a un coefficient de variation théorique.

Un coefficient de variation (CV %) est une mesure de la dispersion de résultats calculée en
divisant I’écart-type par la moyenne et en reportant le résultat sous forme de pourcentage. Il
décrit le niveau de variabilité d’une série de données.

S
Coefficient de variation de répétabilité : CV,,, = rer/ % * 100

Coefficient de variation de fidélité intermédiaire : CVy; = SFi / 7 * 100
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4. Application:

Dans cette partie, on va présenter le plan expérimental proposé, ainsi que les étapes qui
précedent la validation méthode, avant d’entamer 1’estimation des critéres de validation et leur
interprétation.

4.1. Plan expérimental :

On a établi deux plans expérimentaux, [’un pour 1’étude de la linéarité et la justesse ; ’autre
pour la répétabilité et la fidélité intermédiaire.

» Linéarité et justesse :

Réaliser des analyses sur des échantillons a quatre niveaux de concentrations. Cette opération
est répétée deux autres fois, a raison d’une fois par jour.

A chaque niveau de concentration, on n’opere pas sur le méme échantillon.

Niveau C (g/mL) y
0,025 -
1 0,025 -
0,025 -
0,05 -
2 0,05 -
0,05 -
0,075 -
3 0,075 -
0,075 -
0,1 -
4 0,1 -
0,1 -
Tableau 3 : plan expérimental de I'étude de la linéarité et la justesse

» Répétabilité et fidélité intermédiaire :

Le critére « fidélité intermédiaire » sera calculé en étudiant ’effet de deux sources de
variation : I’effet jour, et I’effet opérateur. On a donc établi six séries ou on a fait varier ces
deux sources.

Réaliser sur un méme échantillon de concentration connue, une série de six mesures par jour,
et par opérateur :
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jour 1 jour 2 jour 3

Mesure | Opérateur 1 | Opérateur 2 | Opérateur 1 | Opérateur 2 | Opérateur 1 | Opérateur 2

M1 ] _ ] ] ] ]

M2 - - - - - -

M3 - - - - - -

M4 - - - - - -

M5 - - - - - -

M6 - - - - - -

Tableau 4 : plan expérimental de I'étude de la répétabilité et la fidélité intermédiaire

En pratique, on va se limiter a 1’é¢tude de la répétabilité, et de la fidélité¢ intermédiaire (en
faisant varier uniquement 1’effet jour) vu qu’on n’a pas pu respecter les délais pour la mise en
place du protocole expérimental.

4.2. Recueil des résultats :

calcul concentration CFU/g
nb colonies 1 nb colonies 2 | moyenne CFU/g
40 42 41 8,61E+10
39 33 36 7,56E+10
39 37 38 7,98E+10
- 36 35 35,5 7,46E+10
40 39 39,5 8,30E+10
4 37 20,5 4,31E+10
40 33 36,5 7,67E+10
33 37 35 7,35E+10
1 35 37 36 7,56E+10
40 38 39 8,19E+10
36 38 37 7,77E+10
39 36 37,5 7,88E+10
43 39 41 8,61E+10
52 44 48 1,01E+11
13 33 38 35,5 7,46E+10
42 37 39,5 8,30E+10
47 50 48,5 1,02E+11
43 39 41 8,61E+10

Tableau 5 : résultats du plan expérimental

4.3. Vérification de la normalité :

Pour vérifier si ces données suivent une loi normale, on va faire appel a 1’outil « normality
test » sur le logiciel « Minitab »
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Probability Plot of CFU/g
Normal

Mean 79916666667
StDev 12286709702

N 18
RJ 0,901
P-Value <0,010

Percent

Figure 19 : Normalité des données de la validation méthode

On a P-value < a, on rejette 1’hypothése Hy, et donc la série de mesure du parametre
« concentration des spores » ne suit pas une loi normale.

4.4. Test d’homogénéité des variances :

variance S?max somme S? Cealculé Ceritique™
Jourl 2,44E+20
Jour2 8,23E+18 2,44E+20 3,66E+20 0,668 0,707
Jour3 1,13E+20

Tableau 6 : test de Cochran pour I'étude de I'homogénéité des variances
*Cecritique lue sur la table de Cochran a a=5%, n=6 répétitions par niveau, p=3 niveaux
On peut conclure que les variances sont homogenes vu que Ceitigue ™ Cealculs

4.5. Test dhomogénéité des movennes :

L’analyse de la variance a un facteur est une méthode d’analyse d’une situation ou 1’on
expérimente 1’effet d’un facteur sur une variable.

Dans notre cas, on va vérifier si le facteur « jour » a effet sur les mesures.

Hy : le facteur « jour » ne possede aucun effet p=p,=us;
H, : le facteur « jour » a un effet : il existe au moins deux moyennes différentes.

Le logiciel Minitab nous permet de faire une analyse de la variance a un facteur a travers
I’outil « ANOVA : one way » dans I’onglet « stat ».
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Source DF SS MS F P-value
Jour 2 7,388E+20 3,694E+20
Error 15 1,828E+21 1,218E+20 3,03 0,078
Total 17 2,566E+21

Tableau 7 : ANOVA a un facteur pour I'étude de ’homogénéité des moyennes

Avec

DF : degré de liberté ;
SS : somme des carrés ;
MS : moyenne des carrés ;

F : Fisher calculé ;

P-value : est la probabilité d'obtenir la méme valeur (ou une valeur encore plus extréme) du
test si I'hypothese nulle était vraie

On a obtenu P-value > 0,05, on va donc accepter I’hypothese Ho.
On conclut donc que le facteur « jour » n’influe pas sur les mesures.

4.6. Mise en ccuvre des calculs :

répétition 1| répétition 2 | répétition 3 | répétition 4 | répétition 5 | répétition 6 SCE
jourl| 8,61E+10 | 7,56E+10 | 7,98E+10 | 7,455E+10 | 8,295E+10 | 4,305E+10 | 1,22E+21
jour2| 7,67E+10 7,35E+10 7,56E+10 8,19E+10 7,77E+10 | 7,875E+10 4,12E+19
jour3| 8,61E+10 | 1,01E+11 | 7,46E+10 | 8,295E+10 |1,0185E+11| 8,61E+10 5,66E+20
SCEr 1,83E+21
SCEt 2,57E+21
SCE inter —séries 7,39E+20
SD 3,69E+20
S’rep 1,22E+20
S%s 4,13E+19
S?FI 1,63E+20
Moyenne générale 7,99E+10
Srep 1,10E+10
Ss 6,42E+09
SFI 1,28E+10
Wrep 13,81
CVy 15,98

Tableau 8 : calculs statistiques pour I'étude de la répétabilité et la fidélité
intermédiaire
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4.7. Interprétation et conclusion:

Les criteres d’interprétation des coefficients de variation différent selon la méthode
analytique, le domaine d’application, la gamme de concentration, etc.

Or, afin d’interpréter au mieux les résultats de cette démarche « validation méthode », nous
avons fix¢é une valeur seuil de 20% qui correspond aux méthodes d’analyses
microbiologiques.

CV, < 20%, les mesures oscillent autour de la moyenne générale dans les conditions de
répétabilité.

CVE<20%, les mesures oscillent autour de la moyenne générale dans les conditions de
fidélité intermédiaire.

On peut conclure donc que la méthode est fidéle a un risque de 5% dans les conditions de
répétabilité et de fidélité intermédiaire.
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Conclusion générale :

Ce travail réalisé au sein du service controle qualité de la société EVM consistait dans un
premier temps a la mise en place des modeles de cartes de contrdle nécessaires au suivi a long
termes des parametres critiques des produits finis bioF et bioP. Ces modeles permettront aux
opérateurs de controler et de confirmer la procédure de fabrication des bio-fertilisants et des
bio-pesticides.

Ensuite, la validation d’une méthode d’analyse microbiologique par la démarche classique a
été¢ réalisée en étudiant les criteres de : linéarité, répétabilité, fidélité intermédiaire, et
justesse.

Apres mise en place d'un plan expérimental, et établissement des calculs, on a pu prouver que
la méthode de détermination des concentrations des spores dans les produits finis bioP est
fidele dans les conditions de répétabilité et de fidélité intermédiaire. Cependant, I’étude des
critéres linéarité et justesse, s’est reportée jusqu'a mise en place de leur plan expérimental.

Dans la méme perspective, un fichier Excel a été établi, ou la procédure de validation a été

détaillée étape par étape, et le calcul des critéres de validation a été programmé, de manicre a
ce que les critéres de validation se font automatiquement une fois les données encodées.
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