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INTRODUCTION

Dans le domaine de la recherche scientifique, liéian de la technique d’analyse ne
cesse pas de s'améliorer surtout dans les actiitésesure d’échantillon dans un laboratoire.
Pourtant les laboratoires d’analyses chimiques wm@ longue expérience et une longue
tradition concernant leur méthode d’analyse maiswe parfois des difficultés pour évaluer
l'incertitude de la mesure effectuée. Parmi celldacstatistique appliquée apporte une grande
opportunité dans le cas ou on rencontre des pradata fiabilité des résultats de mesures.
Elle offre une méthode de validation de mesure goatuer I'incertitude de résultats obtenus.
En effet, cette étude caractérise les performaniess méthodes d’analyse statistique en
évaluant au travers des travaux expérimentaux. ddig’assurer de I'efficacité de la méthode
spéctrophotometrique appliqguée a I'hydrologiqueysnallons utiliser I'analyse statistique.
L’intérét de ce travail est donc démontré que lahode mise en ceuvre utilisée par le
laboratoire est fiable et les résultats obtenusedtiétre efficace et apte a 'emploi au besoin
du client d’ou s’intitule « étude de la validatides méthodes d’analyse des eaux dans un
laboratoire hydrologique »

Ainsi, les travaux réalisés dans le cadre de ce omwénse divisent en trois parties, a
savoir : La premiere partie est consacréee aux gtwgale la partie théorique qui font I'objet
de rappel des travaux antérieurs et actuels efiectua deuxieme partie décrit la partie
expérimentale qui présente les résultats d’analgBestués selon les méthodes étudiées et le
calcul pour la validation d'une méthode d’analyseckimie. Et la troisiéme partie porte sur

l'interprétation des résultats obtenus.
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CHAPITRE I- PRESENTATION DU THEME D’ETUDE

I-L objectif de travail

Cette étude entre dans le cadre de la recherchendg®des fiables menée par le
laboratoire central de la JIRAMA « Jiro sy Rano 8gsy » a Mandroseza Antananarivo
dans sa démarche qualité.

L’objectif principal de I'étude consiste a évaluErux méthodes spéctrophotométriques
en termes d’analyse de nitrites et nitrates barktoire d’analyse hydrologique. Le but est
de s’assurer de l'efficacité des mesures par lidatoon de la méthode elle méme. Il s’agit
plus précisément d’évaluer la réponse obtenue pasérie de mesures expérimentales pour
démontrer que la méthode mise en ceuvre par ledtdde est apte a I'emploi prévu au

besoin du client.

II-Méthodologie générale :

II-1 Les performances d’une méthode d’analyse [1]

Depuis de trés nombreuses années, I'approche dmsstds a été de caractériser les
performances des méthodes d’analyse par évalual®ieurs caractéristiques a travers des
travaux expérimentaux.

Ces caractéristiques sont décrites dans différentgages ou documents qui sont
généralement publiés dans des normes régionaléisnalas ou internationales par des
organisations techniques réputés ou des revuestifigiees spécialisées. Les prescriptions
particulieres en vue d'une utilisation prévue d@&ieee sont remplies par la norme
internationale ISO/CEI 17025.

Voici la liste des caractéristiques les plus sotiedges :
+ Sélectivité, spécificité

Réplicabilité

Répétabilité

Reproductibilité

Linéarité

Sensibilité

Capacité de détection

Robustesse

= F -

Justesse



II-2 Procédure de contrdle qualité

Beaucoup de probléemes d’analyse sont plus facileésaudre lorsque la méthode
analytique utilisée sur des substances a analysierétte appliguée et accompagnée de
procédure de contréle qualité .Cependant, quelle spit la complexité du probleme, le
chimiste doit savoir la procédure de contrdle igéal

Les descriptions détaillées ci-dessous sont desdeuves documentaires a appliquer
pour représenter cette procédure de controle quetlipour assurer I’homogénéité de résultats

obtenus.

+ Les méthodes :
— Effectuer des essais a blanc au préalable
— Utiliser des méthodes normalisées (type AFNOR pample)

— Effectuer un étalonnage de la méthode a utiliser

+ Utilisation des appareils analytiques et des réactiimiques analytiques :
— Utiliser des poids étalons ou effectuer un étalgerges balances analytiques
— Effectuer un étalonnage de la verrerie (pour dédekedéfauts de fabrication
et pour supprimer les effets de la température)
— Effectuer un étalonnage du matériel de mesure

— Effectuer un étalonnage des titres des réactifsicjies a utiliser

+ Les manipulations et les qualités de I'opérateur :
— |l est strictement exigé d’apporter des soins &daduite des opérations et
surtout des lectures des résultats
— Augmenter le nombre des essais et appliquer lebaués statistiques de test

pour éliminer les erreurs aberrantes



ODE D’ANALYSE [2]

=

Les résultats des analyses doivent étre rattachébax de la méthode d’analyse avec
un point de référence quantitatif. Le choix de ktmode d'analyse doit donc tenir compte de
la nature des résultats recherchés. On doit coenbis caractéristiques de performance
“interne” d'une méthode analytique pendant la périconsidérée lorsqu'on l'utilise sur des
substances a analyser. Les principales spécifitmtiechniques que I'on doit prendre en

considération sont les suivantes:

I- La Précision

La précision est une absence d'erreur systématagpueement dit c’est I'étroitesse de
l'accord entre les résultats de plusieurs dosapgts \aleur "vraie", en particulier lorsqu'ils
sont proches de la concentration qui déclenche iotgvention ou, pour une enquéte,

lorsqu'ils sortent de la fourchette des conceminatprévues.
II- La Fidélite

La fidélité est une étroitesse de l'accord entre desages indépendants répétés
concernant une méme substance, en particulier aateentrations proches de celles qui
déclenchent une intervention ou, pour une enqdégassent la fourchette des concentrations
attendues

IIl-La limite de détection

La limite de détection sert essentiellement a délendomaine minimal de l'utilisation
de la méthode d’analyse. Elle a une importancelauiacon de rapporter les résultats,

notamment lorsque les valeurs estimées du mesusamtiénférieures a la limite de détection.
IV-La limite de dosage

La limite de dosage s’exprime comme le plus failoleeau auquel une concentration

peut étre mesurée avec un degré de confiance donné.

V= La Sensibilité

La Sensibilité a une concentration donnée corm$@u rapport de la variable de la

grandeur mesurée a la valeur correspondante aatzitration de I'élément a doser



VI- La Spécificité

La Spécificité mesure I'influence dans laquelleutfas substances (connues) peuvent

donner lieu a un signal parasite.

VII- Le champ d'application

Le champ d'application est une gamme de matricegjuallies s'appliquent les
caractéristiques de performance. Par exemple,lpalgsage colorimétrique des ions nitrite et
nitrate, la méthode d’analyse est basée sur ungenaent de couleur lors de I'équivalence,
cette méthode s'utilise lors du dosage d’oxydoréduocet la mesure est applicable sur une

gamme de concentrations bien définie.

VIII- La Fiabilité

La Fiabilité dépend relativement des compétencesl'aj@rateur, de la bonne

représentativité de I'échantillon utilisée et defficacité de l'instrument.



CHAPITRE III LES PROCEDURES D’ANALYSE DE L’EAU DANS
UN LABORATOIRE CHIMIQUE [3]

Toute méthode d’analyse hydrologique doit utilidéférentes proceédures pour obtenir
un résultat qui soit une estimation correcte dedacentration moyenne réelle du produit

analysé. Les procédures d’analyses sont donc ilesnssi

+ Le contrble d’échantillonnage
+ La préparation de la solution
+ L’étalonnage

+ La tracabilité

I- Contréle d’échantillonnage

Pour assurer ’'homogénéité de I'état physique @emines échantillons, il faut stocker
pendant une durée déterminée avant que lI'analysersmence. On prend généralement des
mesures tres simples: stockage a basse tempéraiormation de I'oxygene, élimination de
I'humidité, élimination de I'évaporation, conservata l'abri de la lumiere et limitation de la
durée de stockage. Comme un gain ou une perte diedifie la composition chimique des
réactifs, il est souvent judicieux de sécher ldsaatllons justes avant de commencer une

analyse.

Dans certains cas, il peut étre important de d'assque la prise d'essai est
représentative de I'échantillon recu et que lesltats d'une série de prises d'essai prélevées
dans un méme échantillon présentent un accord gné @tendu des caractéristiques connues

de répétabilité de la méthode.

I1- Mise en solutions des échantillons

La plupart des analyses s’effectuent sur des saoisitde I'échantillon. Idéalement, le
solvant doit dissoudre rapidement la totalité aeHantillon. Les conditions de dissolution

doivent étre suffisamment performantes pour évitete perte d’échantillon.



I11- Le blane

Un blanc est une solution qui contient le solvantoes les réactifs utilisés lors d’'une
analyse, a I'exception de I'échantillon lui-méme.

Les dosages a blanc sont utilisés pour détectainsitypes d’erreurs constantes. Dans
une mesure a blanc, ou blanc, toutes les étapdarddyse sont effectuées en I'absence
d’échantillon. Les résultats du blanc sont utilipésir corriger les mesures sur I'échantillon.
Les dosages a blanc révélent les erreurs dues a @estaminants interférant provenant
des réactifs et des récipients utilisés pour I'angée Les blancs permettent également de
corriger les données de titrages en évaluant I®xieeréactifs requis pour détecter le virage

de l'indicateur au point de fin de titrage.

IV- Mesure et étalonnage de mesure

Pour déterminer la qualité de mesure dans chaduantibon, on a utilisé un appareil
gui mesure l'intensité de la couleur. Cet appaiithe un nombre, appelé absorbance, qui
dépend de l'intensité de la couleur et qui est pridgnnel a la concentration de la substance
responsable de la couleur ; pour utiliser I'absondasa des fins analytiques, il faut préparer
une courbe d’étalonnage en mesurant I'absorbanoedérie de solution étalons qui
contiennent des concentrations connues du compleéterminer. L'étalonnage est donc la
détermination empirique de la relation qui lie leagtité mesurée ou « I'absorbance » et la

concentration d’étalon. Notons que I'étalonnagengsure est réalisé avec de réactif d’étalon.

V= Tracabilit¢ de mesure

La tracabilité détermine la propriété du résultandnesurage ou d’'un étalon tel qu’il

puisse étre relié a des références déterminées.

Afin de s'assurer que le chiffre communiqué estgXa procédure d'analyse doit étre
fondée sur une "étalon", a laquelle on peut remaditectement a partir de la valeur mesurée.
Dans un grand nombre de cas, cette "substancerétdoa un échantillon de la substance

recherchée pure. La tracabilité est ensuite fohd®g&uellement sur des preuves telles que:

+ La balance correctement étalonnée fonctionne cablement



» la verrerie (pipette, flacons mélangeurs, etcigabéen stérilisée pour vérifier la pureté
de la matiere-étalon primaire
* la longueur d'onde et I'absorbance des instrumdoiteent étre étalonnées afin de
vérifier de la matiére-étalon primaire
» la preuve de comparaison de la mesure analytiaee&ponse issue d'une substance-
étalon doit étre vérifiée et que toutes les mesamedytiques ont été effectuées a l'intérieur de
cette gamme linéaire
» la tracabilité des caractéristiques globales déopaance de la méthode analytique.
doit toujours étre vérifiable a partir des annatagi documentaires.



CHAPITRE IV-LES ERREURS DANS LES ANALYSES CHIMIQUES

D’une facon générale, il est possible de distingleerx types d’erreurs. Ils peuvent étre
dus soit a la méthode analytique, soit a la méthbéehantillonnage. Pour déceler ces erreurs
et pour améliorer par la suite la précision desiltéts analytiques, I'emploi des méthodes
statistiques est recommandé.

Les deux types d’erreurs sont :
» L’erreur systématique

* L’erreur aléatoire

I- L’erreur systématique [4]

Il existe trois types d’erreurs systématiques :

Les erreurs instrumentales, les erreurs dues &tlaade, les erreurs personnelles.

I-1 Les erreurs instrumentales:

Tous les dispositifs de mesure sont a l'originerrédiers systématiques. Ainsi, les
pipettes, les burettes et les fioles jugées peus@mienir ou délivrer des volumes légerement
différents de ce qu’indiquent leurs graduationss Ldifférences peuvent étre dues au
chauffage lors du séchage, de l'erreur dans I'étege initial, ou de la présence de
contaminants sur les surfaces internes de récipiérgtalonnage élimine la plupart de ces
types d’erreurs systématiques.

Les appareils électroniques sont sujets a desrersygtématiques instrumentales. Ces
incertitudes ont de nombreuses origines. Par exampl

+ Des erreurs apparaissent lorsque la tension d’'limeration sur piles diminue au
cours du temps.

+ Des erreurs résultent de 'augmentation de régistaes circuits a cause de contacts
électriqgues défectueux. En effet des variationsedgpérature provoquent des modifications
de la valeur des résistances et des sources sleriate référence.

+ Des courants induits par le réseau peuvent aff&edanstruments électroniques. Mais

les erreurs de ce type peuvent étre détectéesrajass.



I-2 Les erreurs dues a 1a méthode

Le comportement chimique ou physique non idéal iestifs et des réactions sur
lesquels repose une analyse peut étre a l'origieedirs systématiques dues a la méthode.
Ces causes de non idéalité comprennent les lerdeuwsrtaines réactions, le fait que d’autres
ne soient pas complet, I'instabilité de certainggeees, la non spécificité de la plupart des
réactifs et I'existence éventuelle de réaction®sdaires qui interférent avec la mesure. Par
exemple une erreur courante dans les méthodes gbigoes résulte du petit exceés de réactif
nécessaire pour qu'un indicateur subisse le chaegemui signale que la réaction est
complete. L'exactitude de ce type d’analyse estdonitée par le phénomene méme qui rend

le titrage possible.

I-3 Les erreurs personnelles

Beaucoup de mesures nécessitent des jugementipelseomme I'estimation de la
position d’'une aiguille entre deux graduationsjadeouleur de la solution au point de fin de
titrage, ou au niveau d’un liquide par rapport eits d’une pipette ou d’'une burette. Des
jugements de ce type font souvent I'objet d’erraystématiques unidirectionnelles.

Ainsi une personne peut lire la position d’'une digsystématiquement trop haute, une
autre peut déclencher un chronometre un peu trdpetd’utilisation de réactifs en exces lors
de I'analyse peut influer les variations de couleur

Des handicaps physiques sont souvent aussi a ifierigi’erreurs déterminés
personnelles.

La plupart des expérimentateurs, en dépit deddeane foi, ont une tendance naturelle
a estimer les lectures des graduations dans ungserenéliore la précision d’'une série de
résultats. Ills peuvent avoir une idée préconcuka daleur réelle de la mesure et rapprocher

inconsciemment les résultats de cette valeur.

II- L’erreur aléatoire [4]

Un type d’erreur appelé I'erreur aléatoire (ou teddinée), est la cause de la dispersion
des résultats, plus ou moins systématiguement audtune valeur moyenne. L'erreur
aléatoire s’exprime par la précision.

C’est donc une erreur due a la manipulation aurbasa a la négligence, aux lectures

des mesures ou aux appréciations des points degsatentransformations des réactions.



CHAPITRE V- LES PARAMETRES A ETUDIER POUR UNE

VALIDATION D’'UNE METHODE D’ANALYSE

La validation d’'une méthode d’analyse peut en gomcervir aux analyses officielles
de I'eau potable. Elle se définit comme la « conéition par examen statistique » lorsque les
laboratoires utilisent des méthodes non normaliséebors du domaine d’application de la
norme et elle demande également d’évaluer l'intceti des résultats fournis.

La norme ISO/CEI 1702Fp] demande de valider les méthodes. Cette normdésite

dans différents ouvrages ou documents émananaskokiation européenne EuracHéin
Selon cette norme ISO/CEI 17025, les différentsupm@tres pour la validation d’'une méthode
sont les suivants :

e L’estimation d’'une erreur systématique

e L’évaluation des caractéristiques de la méthodmalyseels que la limite de
détection ,la limite de quantification, la limitee dinéarité et la sensibilité, la justesse, la
sélectivité et la spécificité, et finalement la dite (réplicabilité, répétabilité,

reproductibilité).

La partie suivante définit donc les processustifelde la validation d’'une méthode

d’analyse, mais avant cela on doit connaitre lititele de mesure

I= Incertitude de mesure [7]

L'incertitude de mesure est un parametre associééaultat de mesurage (mesure
effectuée par des différents échantillons a anglygeai caractérise la dispersion des valeurs
qui pourraient raisonnablement étre attribuées asunande (mesure effectuée par la matiére

étalon primaire). Les parametres peuvent étre yample la moyenne, la variance et I'écart

type.

10



I-1 La moyenne

La moyenne arithmétique est égale a la valeur vdaime grandeur mesurée, La

moyenne arithmétique pour n mesures de la grandesirdonné par :
n

— i=1 xl
X=—" 1
== O
I-2 Ecart-type

En statistique et en probabilité, I'écart type mieda dispersion d’'une série de valeurs
autour de la moyenne.

L’écart type est donné par :

Yiz, (F—x)?
— .1 @

: moyenne arithmétique d’une série de mesures

Sn =
Ou
: mesures individuelles

: nombre de mesures

0N S X &I

. écart type d’'une série de mesures

I-3 La variance

La variance est égale au carrée de I'écart typeedNgue I'écart type a les mémes unités que
les données, alors la variance a les unités dasegsrau carré.
La variance $est donné par :

_ IR G

n—1

SZ 3)

Oux : moyenne arithmétique d’une série de mesures
X : mesures individuelles
n : nombre de mesures

S La variance
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II-Estimation d’une erreur systématique [8]

Avant d’étre utilisée, toute méthode analytique tmwt appareil analytique (en
particulier d’analyses) ou tout réactif chimiquetdaire I'objet d'un ETALONNAGE ou
ESSAI A BLANC afin de vérifier si les résultats ds’permettent d’obtenir sont affectés

d’'une erreur systématique.

II-1 Estimation d’une erreur systématique due a 1a méthode ou due au

réactif chimique

Le contrdle sera réalisé en effectuant n dosagesrsgéchantillon de concentration C
connue.

A partir des n résultats sur la concentratign’&cart-types, on compare la valeur de

c— , : N
,,m et la valeurdgs donnée par la table de Student pour (n-1) obSengsm(ou C est la

n
concentration connue, m la moyenne obtenue lonseddérie de concentratiom,est I'écart

type a calculer):

. C— . . . s
e Si am < tgs, les résultats fournis par la méthode ou les risacie different pas

n
systématiqguement de la vraie valeur, donc il nhaa d’erreur systématique.

. C— e . _
¢ Si ,,m > to9s, la valeur d¢C — m| est significative d’'une erreur systématique intricel

n
par la méthode ou le réactif chimique utilisé.

Donc les résultats fournis par cette méthode oéaetif chimique devront étre corrigés et le
terme correctif es{€ — m|

II-2 Estimation d’une erreur systématique due a 'utilisation de ’appareil
Le contrOle sera réalisé en effectuant n dosagesrséchantillon de concentration C
connue et soit A I'absorbance correspondant.

A partir des n résultats sur I'absorbance A, I'étgpe o', on compare la valeur de

A-mv , . N

—7— et la valeurgt donnée par la table de Student pour (n-1) obdensfou A est
Vn

'absorbance correspondant a la concentration agnmi la moyenne obtenue lors d’'une

série de I'absorbance; est I'écart type a calculer):

12



. A-my ; . , s
e Si a—tn < tos, les résultats fournis par la méthode ou les risaoe different pas
vn
systématiqguement de la vraie valeur, donc il nhaa d’erreur systématique.

. A— o o
e Si Tm’ > tos, la valeur de|A —m'| est significative d’'une erreur systématique
vn
introduite par I'appareil utilise.

Donc les résultats fournis par I'appareil devrang €orrigés et le terme correctif gst — m|

II1- Evaluation de caractéristiques de la méthode d’ analyse [9]

III-1 La limite de détection d’'une méthode (LDM)

La limite de détection d’'une méthode de mesuréaesileur minimale que doit avoir la
grandeur mesurée pour que le résultat soit signifmement différent de celui obtenu pour le
mesurage du blanc.

L’estimation de la limite de détection d’'une métadtiDM) s’effectue selon I'une des
fagons suivantes:

e La concentration indiquée dans la littérature pme méthode équivalente

» La concentration correspondante a un rapport Signé de 3 : 1 dans la matrice
appropriée

» La concentration équivalente a 3 fois I'écart typen étalon a bas niveau dans un
solvant appropriée. Pour cette méthode:

OnalDM=3.S (4)
Ou LDM : la limite de détection d’'une méthode

S : écart type des replica c'est-a-diretéyge de plusieurs parties aliquotes distinctes
obtenues a partir d'un méme échantillon et soumasesmémes procédures analytiques du

prétraitement au dosage
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III-2 La limite de quantification d’une méthode (LQM)

La limite de quantification d’'une méthode est la@entration minimale qui peut étre
quantifiée a I'aide d’'une méthode d’analyse avee fiabilité définie.

Techniguement, c’est la concentration équivalent® dois I'écart type obtenu lors de
I'établissement de la LDM
LOM =10.S (5)
Ou LQM : La limite de quantification d’'une métl®

S : écart type obtenu lors de la détertiinade la LDM

» Différence entre la Limite de détection d’'une Méthde (L.D.M) et la Limite de
Quantification d’'une méthode (L.Q.M)

C’est la concentration la plus basse différentedte, mais les gammes sur les mesures
de la L.D.M sont plus élargies par rapport a @.M.

Autrement dit la limite de détection est la pletife quantité d’analyte dont on puisse
dire avec un niveau de confiance donné qu’il edsemt dans I'échantillon tandis que la limite
de guantification est la plus petite quantité digigaqui peut étre quantifiée avec un niveau
de confiance donné.

III-3 Evaluation de 1a linéarité et de la sensibilité

La limite de linéarité (LL) est le plus haut nivefiable de mesure qu’on puisse utiliser
en tenant compte de tous les facteurs a considansrune méthode.

La sensibilité d’'une méthode est caractérisée pavariation minimale qu’'il faut
imposer a la grandeur mesurée pour obtenir unatiarisignificative du résultat de mesure,
c'est-a-dire pour que la différence entre les tamulne puissent pas étre expliqués par
I'existence des erreurs de répétabilité.

La linearité et la sensibilité sont deux caractignges qui sont évaluées simultanément.
Des expérimentations proches de ce qui a été ddout I'évaluation de I'écart type de
répétabilité peuvent étre mises en ouvre. Le gHuagiechem préconise K= 6 niveaux et n=3

répétitions ou K est le nombre d’échantillons deaemtrations connues.
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Le test statistique consiste a
e comparer les écarts entre les moyennes des poipésimentaux et la droite estimée

selon la courbe d’étalonnage
» estimer I'erreur résiduelle (c'est-a-dire la répiit#) par une analyse de variance.

L’évaluation de cette caractéristique permet deipet¢ le domaine d’utilisation de la méthode

en fonction de « I'erreur de linéarité » que l&st prét a accepter.

III-4 Evaluation de la justesse

La justesse a un niveau donné correspond a l'égsst de I'accord entre la valeur
certifiée par un organisme reconnu et le résultayen qui serait obtenu en appliquant huit
fois le procédé expérimental.

On doit disposer des valeurs de référence accegté@guvent provenir

» d'un matériau de référence
» d'une méthode de référence

» de la technique des ajouts doseés

Bien évidemment la « qualité » de la valeur dérnaxfce est primordiale

Soit Xzef la valeur de référence acceptéceta valeur moyenne obtenue a partir d'une large
série de résultats d’essais|'Bcart type de la valeur, xUgres I'écart type de la valeurgy

L’écart normalisé (caractéristique de la juste&sedst calculé par la relation :

Xi —XRef

En = |-———| (6)
/U§+U§ef
Si Ey< 2, I'écart n’est pas significatif
On cherche a améliorer la méthode jusqu’a ce quéazet devienne faible par rapport

aux incertitudes sur la mesure et sur la valeugtirence.
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III-5 Evaluation de 1a sélectivité et de la spécificité:

La sélectivité peut se définir comme l'aptitude rd’@ément de la méthode d’analyse
(appareil de mesure, milieu de culture, etc...) aatizer un échantillon donné dans un
mélange complexe.

La spécificité est la propriété d’'une méthode digsede convenir exclusivement a la
caractéristique, avec la garantie que le résuttdtashalyse ne provient que de I'échantillon.

Trés souvent la spécificité se fonde sur une aleséiterférence.

METHODE DES AJOUTS DOSES [10]

C’est une technique d’emploi commode permettantadiéer I'influence de certaines
interférences, elle consiste a ajouter dans I'éillam pendant ou aprés sa préparation des
guantités connues de la solution d’échantillon.e®amine alors si la réponse de I'instrument

de mesure correspond au signal initial augment&ghal correspondant a la quantité ajoutée.

III-6 Estimation de la réplicabilité

hY

La réplicabilit¢ a un niveau donné correspond arditesse de l'accord entre les
résultats individuels successifs obtenus sur le eéchantillon soumis a I'essai dans le méme
laboratoire et dans les conditions suivantes: ménadyste, méme appareil, méme jour. La

valeur sera déterminée a partir de I'équation sue/a

t (0,95; n—1)'Sl

D

Ou S écart type d’'une série de mesure se référantaplaabilité

t (0,95 ; n—1)" Valeur indiqué de la table Student pour un niveawcaohfiance de 95%

correspondant au nombre de n-1 mesures.

III-7 Estimation de la répétabilité

La répétabilité a un niveau donné correspond eoitésse de I'accord entre les résultats
individuels obtenus sur le méme échantillon sowarlisssai dans le méme laboratoire et dont
au moins l'un des éléments suivantes est différéanalyste, I'appareil, le jour. La valeur

sera déterminée a partir de I'équation suivante :

t (0,95; n—1)'SZ

n ©
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Ou S écart type d’'une série de mesure se référantépétabilité

t (0,95 ;n—1)" Valeur indiqué de la table Student pour un nivealconfiance de 95%

correspondant au nombre de n-1 mesures.

III-8 Estimation de la reproductibilité

La reproductibilité a un niveau donné corresponietoitesse de l'accord entre les
résultats individuels obtenus sur le méme échantiloumis a I'essai dans des laboratoires
différents et dans des conditions suivantes : ataldifférent, appareil différent, jour

différent ou méme jour. La valeur sera déterminperéir de I'’équation suivante :

t (0,95; n—1)'S3

Vn ©)

Ou S écart type d’'une série de mesure se reféranteptaductibilité

t (0,95 ; n—1)" Valeur indiqué de la table Student pour un nivealwcahfiance de 95%

correspondant au nombre de n-1 mesures.
Remarque :
Intervenant dans les formules d’estimation dedfaicabilité, de la répétabilité, et de la
reproductibilité; ces tests statistiques font wéair la grandeur foos. n-1) que I'on peut

déterminer par la table Student pour une valewotéiance 95% et au nombre n-1 mesures.
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2°Me PARTIE : ETUDE
EXPERIMENTALE



CHAPITRE I : PRESENTATION DE RESULTATS D'’ETALONNAGE DE

L& METHODE ETUDIEE

On rappelle gu'avant d’étre utilisée, toute méthadalytique doit faire I'objet d’'un
étalonnage ou d’'un essai a blanc afin de vérifides résultats qu’ils permettent d’obtenir
sont affectés d’'une erreur systématique. Les swistd’étalonnage sont fabriquées a partir de
la concentration de solution sans matrice (eaulldest et mélangés aux réactifs chimiques

pour I'étalonnage de base. Toutes les mesures@néaisées avec le spectrophotometre

I-Méthode étudiée :

I-1 Principe de I'appareil de mesure de la méthode étudiée « le

spectrophotometre »:

Parmi les nombreuses méthodes instrumentales éeslispour déterminer la
concentration d’'une espece chimique en solutiaéthodes les plus courantes sont celles
basées sur la mesure de lintensité d’absorptiord’@mission (spectrophotométrie) d’'un
rayon lumineux par les especes a doser. Autremigntedprincipe de l'utilisation de la
spectrophotométrie pour I'analyse quantitativebeste sur le fait que I'intensité d’absorption
(ou d’émission) est fonction de la concentratiodadearticule qui absorbe (ou qui émet) de la
lumiére. Les rayonnements les plus souvent utisegs I'ultraviolet (UV), la lumiere visible
est I'infra rouge (IR). Son emploi est de plus duspéservé a I'analyse quantitative a partir

de la loi de Beer-Lambert, et qui s’exprime sou®tane suivante :
I
Log (TO) =ecL=D (10)

Ou ¢ est le coefficient d’extinction molaire (I.mdlcm?), ¢ est la concentration de la
solution en (mot.l), L est le chemin optique. Le rappor st appelé la transmission (aussi
appelée « transmittance » et notée T), celle-credgte a la densité optique D (aussi appelée
« absorbance ») par la relation : Un spectre digghem (ou d’émission) présente la variation

de I'absorption (ou d’émission) en fonction dedadgueur d’onde.
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I-2 Méthodologie de réalisation des essais d’étalonnage de la méthode :

Puisqu’il s'agit d’analyse de I'eau par la méthagj@ectrophotométrique, donc nous
choisissons comme éléments a déterminer dans I'daunitrite et le nitrate a titre
d’expérimentation. Le nitrite sera dosé selon lahodée de Zambelli et le nitrate sera dosé

selon la méthode de Salicylate de sodium.

II- Etalonnage d’analyse spéctrophotométrique des ions

nitrites:

II-1-Principe et théorie d’analyse spéctrophotometrique des ions nitrites :

L’acide sulfanique en milieu chlorhydrique, en mrése d’ion ammonium et de phénol,
forme avec les ions NOun complexe coloré jaune dont l'intensité est prtoponelle a la
concentration en nitrites. Effectuer a la longu#onde de 435nm et tenir compte de la valeur
lue pour le témoin se rapporter a la courbe d’étzdge.

Concernant la gamme d’étalonnage a utiliser:
La gamme d’étalon est comprise entre 0 a 5ml pouitrite. Cette gamme étalon doit étre
préparée pour chaque série de manipulation des#idrzs.

II-2 Mode opératoire et résultats

Date : 02 Septembre 2010
Laboratoire : traitements des eaux « JIRAMA » Masdrza
Appareil utilisé :
Spectrophotométrie PRIM
Balance de précision
Bécher 150 ml
Pipette de 25ml, 10ml, 5ml
Produits utilisés pour les nitrites :
Solution fille étalon a 0,0023g/l de NO
Eau distillée
Réactif de Zambelli

Ammoniaque pure
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Prendre six béchers jaugées de 150ml numérotésnTled 5. Prélever 50ml d’eau a

analyser, ajouter 2ml de réactif de Zambelli. Agdelaisser au repos de 10 minutes. Ajouter

ensuite 2 ml d’ammoniaque pure puis effectuer dtule du spectrophotométre a la longueur

d’'onde 435nm.

On a fait varier la concentration et mesurer I'abaace correspondante.

Les résultats obtenus sont résumés dans le tatldaant

Tableau n°l : Etalonnage des ions nitrites MO

n°de solution| T n°l n°2 n°3 n°4 n°5
étalon

Concentration| O 0,046 0,230 0,490 0,690 0,920
(mg/L)

Absorbance 0,001 0,026 0,112 0,327 0,352 0,470

II-3 La courbe d’étalonnage :

Courbe d'étalonnage des ions Nitrites

0,6
o 05 A=0U,531T
0 /
5§ o4
2 /
o 03 2
)
2
<

0,2

0 0,2

0,4

0,6

0,8

Concentration (mg/l)

Figure n°1 : Courbe d’étalonnage des ions Nitrites
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II1- Etalonnage d’analyse spéctrophotométrique des ions

nitrates

I1I-1 Principe et théorie d’analyse spéctrophotomeétrique des ions nitrates

En présence de salicylate de sodium, les nitrateseht du paranitrosalicylate de
sodium, coloré en jaune. Effectuer la mesurelarigueur d’'onde de 414nm et tenir compte
de la valeur lue pour le témoin et se rapporter@lrbe d’'étalonnage.

Concernant la gamme d’étalonnage a utiliser, largard’étalon est comprise entre 0 &
0,92ml pour le nitrate. Cette gamme étalon doie réparée pour chaque série de
manipulation des échantillons.

III-2 Mode opératoire et résultats

Date : 02 Septembre 2010
Laboratoire : traitements des eaux « JIRAMA » Masdrza
Appareil utilisé :
Spectrophotométrie PRIM
Balance de précision
Bécher 150 ml
Pipette de 25ml, 10ml, 5ml
Produits utilisés pour les nitrates :
Solution étalon d’azote nitrique
Eau distillée
Solution de salicylate de sodium
Soude( NAOH)
Acide sulfurique concentré

Solution hydroxyde de sodium et de tartrate dodBlsodium et de potassium

Prendre six béchers jaugées de 150ml numérotésnTled 4. Prélever 10ml d’eau a
analyser, ajouter 5ml de la solution de salicyldée sodium puis effectuer la lecture du
spectrophotometre a la longueur d’onde 415nm.

On a fait varier la concentration et on mesuredtabance correspondante
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Les résultats obtenus sont résumés dans le tatldaant

Tableau n°Il Etalonnages des ions nitratesNO

n° de solution| T n°l n°2 n°3 n° 4
étalon

Concentrationp 0 0,5 1 2,5 5

(mg/h)

Absorbance 0 0,065 0,173 0,675 0,129

I11-3 La courbe d’étalonnage

Courbe d'étalonnage des ions Nitrates
0,8
0,7 S
0,6
8
£ 0,5
.e 0,4 y‘/
2 03
K-
< 0.2 + s
0,1
/
O T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6
Concentration (mg/l)

Figure n°2 : Courbe d’étalonnage des ions Nitrates
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CHAPITRE 11 PRESENTATION DES RESULTATS D'ANALYSE

D’ECHANTILLON D’EAU SELON L&A METHODE ETUDIEE

I-Présentation générale de la méthodologie

En vue d’évaluer l'efficacité de la méthode d’asalyétudiée, des séries d’essais
d’analyse a des conditions opératoires variéesnseeffectuées dans le cadre de la
détermination des ions nitrites et des ions nisragelon les méthodes mentionnées
précédemment avec les mémes modes opératoiresgesiliors de I'étalonnage de la méthode

(appareil, produits utilisés, et modalité).

11-Présentation des résultats de la série d’essai effectuée

II-1 Détermination de la teneur en nitrite « NO2-»

[I-1-1 Résultats des essais de la détermination deneur en nitrite « NG » dans
I’échantillon de I'eau
Tableau n°Ill . Représentation des résultats des essais détdarination de teneur en
nitrite. On effectue une série de n=8 mesures pbaque concentration.

Pour le blanc : la concentration est 0,000 et balbance est 0,000

Echantillon n°1| Echantillon n°2 Echantillon n93 BAchillon n°4 | Echantillon n°5

Ce Abs [ C° |Abs |[C° Abs | C° |Abs |[C° Abs
(mg/1) (mg/1) (mg/1) (mg/1) (mg/1)

0,011 | 0,016 | 0,164 0,099 0491 0,323 0,6y2 0,359 140,9 0,485

\"Al

0,012 | 0,017 | 0,160 0,094 0,49 0,325 0,63 0,360 160,9 0,486

0,011 | 0,016 | 0,164 0,099 0,49/ 0,324 0,6y0 0,358170,9 0,487

0,010 | 0,015| 0,165 0,097 0,49 0,322 0,669 0,357 120,9 0,484

| U=

0,013 | 0,018 | 0,167 0,099 0,49! 0,323 0,60 0,358 160,9 0,486

0,010 | 0,015| 0,166 0,98 0,489 0,320 0,669 0,357 10,910,483

A2

0,015 | 0,019 | 0,165| 0,097 0,49¢ 0,326 0,6Y3 0,360 160,90,486

0,012 | 0,017| 0,167 0,099 0491 0,323 0,6y2 0,359 170,9 0,487
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[I-1-2 Résultats en vue d’estimation de la Limite & Détection de la Méthode (LDM) des
ions nitrites

Le seuil de la limite de détection d’'une méthode agenu en tenant compte de la valeur
minimale de la concentration pour un composé agalgsis une matrice réelle.

Pour la pratique, dans le cas de la méthode sjpécttométrique, On peut considérer comme la
L.D.M pour cette méthode une concentration minint@lgespondant & une absorbance A égale zéro
ou A est sensiblement égale zéro

D’apres les essais que nous avons faits, la vatnimale de la concentration mesurable par
la méthode correspond a la dilution 1/10 fois; @rpeut pas détecter les valeurs en dessous de cette
valeur minimale obtenue.

Par la suite la moyenne et I'écart type sont cakwsur les 10 réplicas (c'est-a-dire 10 parties
aliquotes distinctes obtenus a partir d’'un mémeagtiflon et soumises aux mémes procédures
analytiques du prétraitement au dosage).

OnalDM=3.S (a) Ou S : écapayles réplicas
+ Tableau représentant la valeur minimale de la conedration en nitrite dans une série de

n = 10 aliquotes

Tableau n°IV : Représentation da valeur minimale de la concentration du dosageiteite

Numeéros d’aliquotes | Concentration minimalg
en (mg/l)

n°l 0,003
n°2 0,002
n°3 0,003
n°4 0,004
n°5 0,004
n°6 0,003
n°7 0,003
n°g 0,003
n°9 0,002
n°10 0,004
Moyenne(x) 0,003
Ecart type(o) 0,0006
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[I-1-3 Résultats en vue d’évaluation de la linéari et de la sensibilité de la teneur en
nitrite :
En vue d’évaluation de la linéarité et de la seaht&ble tableau suivant présente les
moyennes des points expérimentaux c'est-a-dirméggnnes de concentrations mesurées (du
tableau Ill page 22) et la valeur de référence-@afire les concentrations obtenues lors de

I'étalonnage effectuée (du tableau | page 19)

Tableau n°V : Représentation des résultatsvue d’évaluation de la linéarité et de la

sensibilité de la teneur en nitrite :

Numeéros de n°1 n°2 n°3 n°4 n°s5
I’échantillon
Concentration de | 0,046 0,230 0,490 0,690 0,920

référence (mg/l)

Moyennes de 0,012 0,164 0,492 0,671 0,915
concentrations

mesurées (mg/l)

lI-1-4 Résultats en vue d’évaluation de la justessie la teneur en nitrite:

On considére I'échantillon n°4 (du tableau I, pa8 et on a répété trois fois la mesure
de I'étalonnage et on a obtenu les résultats stévan

Tableau n°VI : Représentation des résultats vue d'évaluation de la justesse de la teneur

en nitrite.

Concentration Absorbance
(mg/l)

0,690 0,352
0,653 0,349
0,649 0,345
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[I-1-5 Résultats en vue d’estimation de la réplidailité de la teneur en nitrite

On considere I'échantillon n°4 (du tableau Il p@§8, avec le méme analyste, le méme
appareil, le méme jour, le méme échantillon, cerétam sera réalisé sur un échantillon connu
C=0,69mg/I

Tableau de résultats

Tableau n°VII : Résultats en vue d’estimation de la réplicabdigda teneur en nitrite.

On fixe I'échantillon n°4 et on mesure I'absorbacoerespondance

On effectue une série de n=8 mesures pour chagquetration.

Premier série d’essais:

574

Date : 09septembre 2010 a 10H
Laboratoire : JIRAMA Mandrosez:
Appareil : Spectrophotometre
« PRIM»
C° mg/l Abs

0,672 0,359

0,673 0,360

0,670 0,358

0,669 0,357

0,670 0,358

0,669 0,357

0,673 0,360

0,672 0,359
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Deuxiéme sériesdais:

Date : 09septembre 2010 a 14H
Laboratoire : JIRAMA Mandroseza

Appareil : Spectrophotometre

« PRIM»

C° mg/l Abs
0,681 0,364
0,685 0,367
0,689 0,370
0,690 0,371
0,681 0,364
0,681 0,364
0,689 0,370
0,689 0,370




[I-1-6 Résultats en vue d’estimation de la répétalite de la teneur en nitrite
On considere I'échantillon n°3 (du tableau Il p&%$9, avec le méme analyste, le méme

appareil mais le jour différent. Ce contrble sé&aisé sur un échantillon connu C=0,49mg/!

Tableau de résultats

Tableau n°VIIL: Résultats en vue d’estimation de la répétahiitda teneur en
nitrite.
On fixe I'échantillon n°3 et on mesure I'absorbacoerespondance

On effectue une série de n=8 mesures pour chaque

Premier série d’essais: Deuxiéme série d’'éssa
Date : 09septembre 2010 Date : 10septembre 2010
Laboratoire : JIRAMA Mandroseza Laboratoire : JIRAMA Mandroseza
Appareil : Spectrophotomeétre Appareil : Spectrophotométre
« PRIM>» « PRIM»

C° mg/l Abs C° mg/l Abs

0,491 0,323 0,487 0,317
0,495 0,325 0,491 0,321
0,494 0,324 0,490 0,320
0,490 0,322 0,485 0,316
0,491 0,323 0,488 0,318
0,489 0,320 0,489 0,319
0,496 0,326 0,493 0,323
0,491 0,323 0,488 0,318

27



lI-1-7 Résultats en vue d’estimation de reproductibité de la teneur en nitrite

On considere I'échantillon n°2 (du tableau I, p&&®), dans le laboratoire CNRE,
donc appareil différent, operateur différent, jdifférent. Ce contréle sera réalisé sur un

échantillon connu C=0,23mg/I

Tableau de résultats

Tableau n°IX Résultats en vue d’estimation de reproductibdi#da teneur en nitrite.
On fixe I'échantillon n°2 et on mesure I'absorbamorrespondance

On effectue une série de n=8 mesures pour chaaqeectration

Premier série d’essais: Deuxieme série dass
Date : 09septembre 2010 Date : 16septembre 2010
Laboratoire : JIRAMA Mandroseza| Laboratoire: CNRE Tsimbazaza
Appareil : Spectrophotometre Appareil: Spectrophotométre
« PRIM» « Perken Elmer»

C° mgl/l Abs C° mg/l Abs

0,164 0,096 0,168 0,098
0,160 0,094 0,168 0,098
0,164 0,096 0,167 0,097
0,165 0,097 0,168 0,098
0,167 0,099 0,169 0,099
0,166 0,98 0,170 0,100
0,165 0,097 0,169 0,099
0,167 0,099 0,168 0,098
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II-2 Détermination de la teneur en nitrate « NO3 - »

[I-2-1 Résultats des essais de la détermination deneur en nitrate « N@ » dans

I’échantillon de I'eau

Tableau n°X : Représentation des Résultats des essais di&telanination de teneur en nitrate.

Pour le blanc : la concentration est 0,000 eskabance est 0,000

Echantillon n°1 Echantillon n°2 Echantillon n°3 Bohillon n°4
c° Abs c° Abs c° Abs c° Abs
(mgl/l) (mgl/l) (mgl/l) (mgl/l)
0,342 0,063| 0,885 | 0,193 2,125 0,485 5,316 1,216
0,339 0,059 0,886 | 0,195 2,127 0,486 5,320 1,241
0,341 0,061| 0,886 0,195 2,131 0,489 5,339 1,247
0,340 0,060| 0,888 0,196| 2,143 0,494 5,338 1,246
0,342 | 0,063 0,891| 0,197 2,148 0,496 5,331 1,244
0,338 0,058 0,895 0,199 2,203 0,570 5,328 1,243
0,339 0,059 0,896 | 0,200 2,204 0,573 5,320 1,241
0,342 0,063| 0,896 | 0,200 2,208 0,576 5,314 1,215

[I-2-2 Résultats en vue d’estimation de la Limite & Détection de la Méthode (LDM)
des ions nitrates
Le seuil de la limite de détection d’'une méthodeoddenu en tenant compte la valeur

minimale de la concentration pour un composé aralgsns une matrice réelle.

Pour la pratique, dans le cas de la méthode spécttométrique, On peut considérer
comme la L.D.M pour cette méthode une concentrationimale correspondant a une

absorbance A égale zéro
D’aprés I'essai que nous avons fait, on obtienal@ur minimale de la concentration en

diluant 1/10 fois la concentration de I'échantillotl du tableau d’étalonnage; On ne peut pas

détecter les valeurs en dessous de cette valeimai@obtenue.
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Par la suite la moyenne et I'écart type sont cakwur les 10 réplicas (c'est-a-dire 10
parties aliquotes distinctes obtenus a partir dhdme échantillon et soumises aux mémes
procédures analytiques du prétraitement au dosage).

On a LDM=3.S (b) Ou S: écart type desicas
Tableau représentant la valeur minimale de la qunaon en nitrate dans une série de

n = 10 aliquotes

Tableau n°XI Représentation de la valeur minimale de la conagatr du dosage en

nitrate:
numeros d’aliquotes Concentration
minimale en (mg/l)

n°l 0,017

n°2 0,008

n°3 0,014

n°4 0,016

n°5 0,008

n°6 0,014

n°7 0,016

n°g 0,008

n°9 0,008

n°10 0,017
Moyenng(x) 0,012

Ecart type(o) 0,004

lI-2-3 Résultats en vue d’évaluation de la linéari et de la sensibilité de la teneur en
nitrate :
En vue d’évaluation de la linéarité et de la seaht&ble tableau suivant présente les
moyennes des points expérimentaux c'est-a-dirméggnnes de concentrations mesurées (du
tableau X, page 28) et la valeur de référence-a'eite les concentrations obtenues lors de

I'étalonnage effectuée (du tableau Il page 21)
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Tableau n°XII Résultats en vue d’évaluation de la linéarité dadeensibilité de la

teneur en nitrate

Numeéros de n°1 n°2 n°3 n°4
I’échantillon
Concentration de | 0,5 1 2,5 5

référence (mg/l)

Moyennes de 0,340 0,890 2,161 5,325
concentrations

mesurees (mg/l)

lI-2-4 Résultats en vue d’évaluation de la justessie la teneur en nitrate:
On considere I'échantillon n°4 (du tableau Il p2d¢ et on a répété trois fois la mesure

de I'étalonnage et on a obtenue les résultats suiva

Tableau n°XIII : Résultats en vue d’évaluation de la justesse tenkur en nitrate.

Concentration (mg/l) | Absorbance

5 0,129
4,894 0,190
4,899 0,197
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[I-2-5 Résultats en vue d’estimation de réplicabité de la teneur en nitrate:

On considére I'échantillon n°4 (du tableau n°X p&§?, avec le méme analyste, le
méme appareil, le méme jour, le méme échantillercantrdle sera réalisé sur un échantillon

connu C=5mg/l

Tableau de résultats

Tableau n°XIV : Résultats en vue d’estimation de réplicabilitdadeeneur en nitrate.
On fixe I'échantillon n°4 et on mesure I'absarba correspondance

On effectue une série de n=8 mesures pour chaaqeectration

Premier série d’essais: Deuxieme série dass
Date : 07septembre 2010 a 10 heure Date : 07septembre 2010 & 14 heurg
Laboratoire : JIRAMA Mandroseza Laboratoire : JIRAMA Mandroseza
Appareil : Spectrophotometre Appareil : Spectrophotométre
« PRIM» « PRIM»
C° mgl/l Abs C° mgl/l Abs
5,316 1,216 5,311 1,240
5,320 1,241 5,310 1,239
5,339 1,247 5,309 1,238
5,338 1,246 5,312 1,241
5,331 1,244 5,312 1,241
5,328 1,243 5,310 1,239
5,320 1,241 5,310 1,239
5,314 1,215 5,312 1,241
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[I-2-6 Résultats en vue d’estimation de répetabilé de la teneur en nitrate

On considére I'échantillon n°3 (du tableau n° X g28), avec le méme analyste, le

méme appareil mais le jour différent. Ce contrédeasréalisé sur un échantillon connu

C=2,5mgll

Tableau de résultats

Tableau n°XV : Résultats en vue d’estimation de répetabilitéademeur en nitrate.

On fixe I'échantillon n°3 et on mesure I'absorbamorrespondance

On effectue une série de n=8 mesures pour chaaqeectration

Premier série d’essais:

Date : 07Septembre 2010
Laboratoire JIRAMA Mandroseza
Appareil:Spectrophotometre
« PRIM»

C° mg/l Abs
2,125 0,485
2,127 0,486
2,131 0,489
2,143 0,494
2,148 0,496
2,203 0,570
2,204 0,573
2,208 0,576
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Deuxiéme sériesdais:

Date : 08 Septembre 2010
Laboratoire : JIRAMA Mandrosez

Appareil :Spectrophotometre

a

« PRIM»

C° mg/l Abs
2,120 0,483
2,121 0,484
2,126 0,487
2,136 0,492
2,139 0,496
2,194 0,564
2,195 0,567
2,199 0,569




[I-2-7 Résultats en vue d’estimation de reproductibité de la teneur en nitrate

On considere I'échantillon n°2 (du tableau X page®dns le laboratoire CNRE, donc

appareil différent, operateur différent,

échantillon connu C=1mg/I

Tableau de résultats

jour diffint. Ce contrble sera réalisé sur un

Tableau n°XVI: Résultats en vue d’estimation de reproductibities la teneur en

nitrate.

On fixe I'échantillon n°2 et on mesure I'absorbacoerespondance

On effectue une série de n=8 mesures pour chagquestration

Premier série d’essais:

re

Date : 07septembre 2010
Laboratoire:JIRAMA
Mandroseza

Appareil : Spectrophotomet
« PRIM»

C° mgl/l Abs

0,885 0,193

0,886 0,195

0,886 0,195

0,888 0,196

0,891 0,197
0,895 0,199

0,896 0,200

0,896 0,200
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Deuxieme edtiessais:

Date : 16septembre 2010
Laboratoire :CNRE
Tsimbazaza

Appareil: Spectrophotomet

« Perken Elmer»

re

C° mgl/l Abs

0,975 0,215
0,978 0,216
0,979 0,217
0,981 0,219
0,982 0,220
0,988 0,225
0,989 0,227
0,989 0,227




CHAPITRE III : NOTE DE CALCUL POUR L& VALIDATION DE

LA METHODE D’ANALYSE EN CHIMIE

I-Méthodologie

Il existe plusieurs définitions et fagons de cadcdes différents parametres liés a la
validation d’'une méthode. A lintérieur du suivi ¢ qualité des activités de laboratoire, il
devient essentiel d’uniformiser ces définitionssaifue les méthodes de calcul utilisées. Vue
dans la partie théorique, la norme Internation&®/CEl 17025 demande de valider les
méthodes non normalisées.

Cette validation d’'une méthode d'analyse nécestitedétermination de deux
parametres :

1% Parameétre: L'estimation expérimentale des erreurs systéyuas

2°M® parametre: L'évaluation des caractéristiques d’une méthodenalisetels que: la
limite de détection, la limite de quantificatiorg limite de linéarité et la sensibilite, la
justesse, la spécificité et la sélectivité, et lBnaent la fidélité (réplicabilite, répétabilite,
reproductibilité).

La partie suivante définit donc les processusifglatla fiabilité et a la validation d’une
meéthode d’analyse en se référant a la norme irttenade ISO/CEI 17025.

A-Estimation expérimentale des erreurs systématiques

I-La méthode de Zambelli pour la détermination de la

teneur en nitrite

I-1 Calcul d’erreur systématique due a la méthode et a I'utilisation des

produits :

Le calcul sera réalisé en effectuant n=8 dosagesrsachantillon n°3 de concentration
connue C= 0,49mg/I
La question qui se pose est : L'utilisation dedacentration C = 0,49mg/I introduit-elle

une erreur systématique ?
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. . . C—m .
Pour répondre cette question posée, on compare la valetgteet la valeur degt donnée
Vn

par la table de student pour (n-1) observations.
Ou C est la concentration utilisée, mxua moyenne arithmétique d’'une série de mesuses,
est I'écart type d’'une série de mesure et n est le nombre de mesure.

D’apres le calcul, on trouve que :

C_
m = 0,492 }.:> - =2231 (11)
n

c=2,535.10

Pour un niveau de confiance de 95% et pour n-1=7, la table Student gis@nbt

Ou le coefficientds ou t(o9s5: n-1y€St un coefficient que I'on peut déterminer par la table de

student pour une valeur de niveau de confiance 95% et au nombre n-1 mesure

. C—m N . . \ . N
D'ou —— < fgs d’'ou il n'y a pas d’erreur systématique duela méthode et a

Vn

|'utilisation des produits :
I-2 Calcul d’erreur systématique due a I'appareil :

Le calcul sera réalisé en effectuant n=8 dosages sur un échantillon n°3 de concentration
connue C= 0,49mg/l et 'absorbance correspondant est A= 0,322
La question qui se pose est: L'absorbance A = 0,322 introduit-elle une erreur
systématique due a I'appareil?

. . . A-my .
Pour répondre cette question posée, on compare la valebuc;ndeet la valeur dégs donnée

n

par la table de student pour (n-1) observations.
Ou A est I'absorbance utilisée, m' ad la moyenne arithmétique d'une série de
'absorbance,c’ est I'écart type d’'une série I'absorbance et n est le nombre de mesure.

D’pres le calcul, on trouve que :

A—

m’ = 0,323 M -1571  (12)
} > In

¢’ =1,8.10°

Pour un niveau de confiance de 95% et pour n-1=7, la table student gle@¥5t

PR A— [P 1 1 4 H A H
D0l “o— < ts d’0l il N y a pas d’'erreur systématique due a I'appareil
Vn

Rapport- gratuit.com @
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II-La méthode de Salicylate de sodium pour Ila

détermination de la teneur en nitrate

II-1 Calcul d’erreur systématique due a la méthode et a l'utilisation des

produits :

Le calcul sera réalisé en effectuant n=8 dosagesrsachantillon n°3 de concentration
connue C=2,5mg/l
La question qui se pose est : L'utilisation de daaentration C =2,5mg/l introduit-elle

une erreur systématique ?

. . . C-m
Pour répondre cette question posée, on compareldéarvde—— et la valeur degt
n

donnée par la table de student pour (n-1) obsensti
Ou C est la concentration utilisée, m @ula moyenne arithmétique d’'une série de
mesures,c est I'écart type d’'une série de mesure et n esbhebre de mesure.

D’pres le calcul, on trouve que :

C_
m = 2,161 —_ = 25914 (c)
n
c = 0,037
Pour un niveau de confiance de 95% et pour n-BE=tgldle student donngt2,45
D’ou C__m > 195 d’'ou la valeur est significative d’'une erreur gysatique due a la
Vn

méthode et a I'utilisation des produits
II-2 Calcul d’erreur systématique due a I'appareil :

Le calcul sera réalisé en effectuant n=8 dosagesrsachantillon n°3 de concentration
connue C= 2,5mg/l et I'absorbance correspondamie£,675

La question qui se pose est : L'utilisation de $afbbance A = 0,675 introduit-elle une
erreur systématique due a I'appareil?
A-m

z . , ! ,
Pour répondre cette question posée, on comparalkeuv de et la valeur degt donnée

Vn
par la table de student pour (n-1) observations.

Ou A est I'absorbance utilisée, m’ ati la moyenne arithmétique d’une série de

I'absorbance,c’ est I'écart type d’'une série I'absorbance ettesombre de mesure.
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D’prés le calcul, on trouve que :

A_
m’ = 0,521 2210129 (d)
} —> vn
o' = 0,043

Pour un niveau de confiance de 95% et pour n-B=tgldle student donngt2,45

A-my A T U , p . N
s— > Ips d'ou la valeur est significative d'une erreur systématiqlue a

Vn

D'ou

'appareil

B-Evaluation de caractéristiques de méthode d’analyse :

I -La méthode de Zambelli

I-1 Limite de détection de la méthode utilisée (LDM):

La limite de détection d’'une méthode est la plussbaconcentration pour un composé
analysé, elle est différente de celui produit paxilanc » dans les mémes conditions.
LDM=3.S (e)
Ou LDM : limite de détection d’une méthode;
S : écart type des replica
Application. Numérigue : le calcul s’effectue sur le tableau n°lV page @4
LDM = 0,0018 obtient:
S=0,0006

I-2 Limite de quantification de la méthode utilisée (LQM) :

La limite de quantification d’'une méthode est lan@entration minimale qui peut étre
quantifiée a I'aide d’'une méthode d’analyse avee fiabilité définie.
LOM = 10.S )
Ou LQM : limite de quantification d’'une méthqgde
S : écart type.
Application. Numérigue : le calcul s’effectue sur le tableau n°lV page 28 obtient :
S=0,0006
LQM = 0,006
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I-3 Evaluation de La linéarité et de la sensibilité:

La technique consiste a comparer les écarts erse nhoyennes des points
expérimentaux et la droite estimée a l'erreur ngsli@ (c’est-a-dire la répétabilité) par une
analyse de variance. Et on peut préciser le dondfinigisation de la méthode en fonction de
« l'erreur de linéarité » que I'on est prét a aceep

D’apreés le tableau n°V page 25, on a calculé lestget le pourcentage des écarts entre
les moyennes des points expérimentaux et la valewéférence et on a obtenu le tableau

suivant

Tableau n°® XVII : Evaluation de La linéarité et de la sensibilité des nitrites

Numeéros de n°1 n°2 n°3 n°4 n°5
I'échantillon

Ecarts 0,034 0,066 0,002 0,019 0,005
Pourcentage 73,913| 28,695 0,004 0,275 0,543
d’écart (%)

Ecarts = Concentration de référence - Moyenneodeantrations mesurées

)z Ecart
Pourcentage d’écart-= _ — 100
Concentration de référence

Courbe de la linéarité et de la sensibilité
Tracer la courbe en présentant I'écart entre legstpaxpérimentaux et la droite
estimée. Puis préciser le domaine d’utilisationla@eméthode en fonction de l'erreur de

linéarité qu’'on est prét a accepter.
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Diagramme de la linéarité et de la sensibilité

0,07

0,06

Ecart

0,05

0,04

y M Ecarts
0,03

0,02

0,01
0 — — —

n°l n°2 n°3 n°4 n°s

Numeéros d'échantillon

Figure n°3 : Diagramme de la linéarité et de la sensibilitéidas nitrites
I-4 Evaluation de la justesse:

Pour la répétition de mesure de I'étalonnage dehdétillon n°4 (voir tableau n°VI
page 25) on a relevé les valeurs suivamgi=x 0,690

Tableau n°XVIII Evaluation de la justesse des ions nitrites

Xrer = 0,664 Urer = 0,023

x; = 0,671 Ui = 1,690.10

Ou xgef la valeur de référence acceptée obtenue par hai@restalonnage effectuégy,
la valeur moyenne obtenue a partir de la répetition de la mesure de I'étalonnage; x, la
valeur moyenne obtenue a partir d’'une large séieedultats d’essais des échantillonggU

I'écart type de la valeutg,r; U I'écart type de la valeur; x

En = [——2eL |= 0,824 9)

2 2
/Ul- +Ufes
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I-5 Evaluation de la spécificité et de la sélectivité:

Méthode des ajouts dosés :

Elle consiste a ajouter dans I'’échantillon pendanaprés sa préparation des quantités
connues de l'analyte. On examine alors si la répaleslinstrument de mesure correspond au
signal initial augmenté du signal correspondaiat guiantité ajoutée.

Selon I'échantillon n°1, n°2, n°3 de I'étalonnagetdbleau n°l page 20, la variation de

concentration et d’absorbance sont résumées daalslému suivant

Tableau n° IX Evaluation de la spécificité et de la sélectid#s ions nitrites

1°" ajout 2™ ajout Conclusion
Variation de AC;=0,184 AC,= 0,444 AC, = 2,41 foisACy
concentration
(mg/l)
Variation d’absorbanceAA;= 0,086 AA,= 0,296 AA; = 3,44 foisAA;
correspondante

I-6 Estimation de la replicabilité

La replicabilité a la concentration connue de 0,6@raur le méme échantillon n°4
(voir tableau n°VII page26), soumis a I'essai d@nméme laboratoire par le méme operateur,

avec le méme appareil et le méme jour; est dété&aerarpartir de I'équation suivante :

t (0,95; n—1)'Sl

Vn ")

Ou : S: écart type d’'une série de mesure se référanteplecabilité
t(0,95 ; n-1 coefficient que I'on peut déterminer par la taddestudent pour une valeur de

niveau de confiance 95% et au nombre n-1 mesure

Application numérigue : t (0,95;n-1) =245 d'aprés la table Student; et%,923.10°

t (0,95; n—1) S1

7 =2531.1C0
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I-7 Estimation de la répétabilité
La répétabilité a la concentration connue de 0,4Bsuy le méme échantillon n°3 (voir
tableau n°VIIlI page 27), soumis a I'essai dans & laboratoire, le méme operateur, le

méme appareil mais le jour est différent est détakma partir de I'équation suivante :

t (0,95; n—1)'52

Vn 0

Ou  $: écart type d'une série de mesure se référantgpketabilité
t (0,95 : n-1j coefficient que I'on peut déterminer par la tatidéestudent pour une valeur

de niveau de confiance 95% et au nombre n-1 mesure

Application numeérique : t g 5., 1) =245 d'aprés table student; et,=8,59.10°

t (0,95;n-1)" S2

Vn

=2,243.10

I-8 Estimation de la reproductibilité

La reproductibilité a la concentration connue 0,88nsur le méme échantillon n°2
(voir tableau n°IX page 28), soumis a I'essai dEssdifférentes laboratoires : « JIRAMA
(traitement des eaux Mandroseza) et CNRE (Tsiml@dzaziont les conditions sont les
suivantes : operateur différent, appareil différgmirs différent. La valeur sera déterminée a

partir de I'équation suivante :

t(0,95;n—1)'s3 .
Vn )

Ou S écart type d’'une série de mesure se référantaptaductibilité

t (0,95 n-1y coefficient que I'on peut déterminer par la tabbestudent pour une valeur

de niveau de confiance 95% et au hombre n-1 mesure

Application numérigue: t (0,95 ; n — 1) =2,45 d’aprés table student; e£3$,633.10°

t(0,95;n-1)- S3

=1,414.10°
Vn
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II-La méthode de Salicylate de sodium

II-1 Limite de détection de la méthode utilisée (LDM):

La limite de détection d’'une méthode (LDM) est laspbasse concentration pour un
composé analysé, elle est differente de celui propgar un « blanc » dans les mémes
conditions.

LDM =3.S (k)
Ou LDM : limite de détection d’'une méthode;

S : écart type des replica
Application. Numeérigue : le calcul s’effectue sur le tableau n°XI pagé, 8 obtient :

LDM = 0,012

II-2 Limite de quantification de la méthode utilisée (LQM) :

La limite de quantification d’'une méthode est la@entration minimale qui peut étre
quantifiée a I'aide d’'une méthode d’analyse avee fiabilité définie.
LOM =10.S )]
Ou LQM : limite de quantification d’'une méthode;
S : écart type.
Application .Numérique : LQM = 0,04

II-3 Evaluation de La linéarité et de la sensibilité

La technique consiste a comparer les écarts esgnmbyennes des points expérimentaux et la
droite estimée, a l'erreur résiduelle (c’est-a-daaépétabilité) par une analyse de variance.
Et on peut préciser le domaine d'utilisation deni@thode en fonction de «l'erreur de
linéarité » que I'on est prét a accepter

D’apres le tableau n°XIl page 31, On calcul lesrt&cat le pourcentage des écarts
entre les moyennes des points expérimentaux etllurv de référence et on a obtenu le

tableau suivant:
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Tableau n° XX: Evaluation de La linéarité et de la sensibilité:

Numéros de n°1 n°2 n°3 n°4
I'échantillon

Ecarts 0,16 0,110 0,339 0,325
Pourcentage | 32 0,001 13,56 6,5
d’écart (%)

Ecarts = Concentration de référence - Moyenneodeentrations mesurées

Pourcentage d’écart-= Eeart 100

Concentration de référence

Courbe de la linéarité et de la sensibilité
Tracer la courbe en présentant I'écart entre lestpaxpérimentaux et la droite

estimée. Puis préciser le domaine d'utilisationla@eméthode en fonction de l'erreur de
linéarité qu’on est prét a accepter

' Diagramme de la 'Iinéarité etdela sgnsibilité

0,4

0,35

0,3
0,25 ;
0,2 MW Ecarts
‘0,15 .
0,1' .
0,05 .
0 . T T
n°l - n°2 n°3 n°4 -

Numeéros d'échantillon

Ecart

Figure n°4 : Diagramme de la linéarité et de la sensibilitéidas nitrates:
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II-4 Evaluation de la justesse:

Pour la répétition de mesure de I'étalonnage dehdéétillon n°4 (voir tableau n°XIll,
page31l) ; on a relevé les valeurs suivampi X5

Tableau n°XXI : Evaluation de la justesse des ions nitrites

Xres = 4,931 Uret = 0,059

%; = 5,325 Ui = 9,725.10

Ou xzer la valeur de référence acceptée obtenue par tei@retalonnage effectuégi,
la valeur moyenne obtenue a partir de la répetition de la mesure de I'étalonnage; x, la
valeur moyenne obtenue a partir d’'une large sérieédultats d’essais des échantillongyU

I'écart type de la valeutg,; U I'écart type de la valeur; x

Ey = |22 |- 6,589 (m)

2 2
/Ui +Ufes

I1-5 Evaluation de la spécificité et de la sélectivité:

Méthode des ajouts dosés :

Elle consiste d’ajouter dans I'échantillon pendantaprés sa préparation des quantités
connues de l'analyte. On examine alors si la répaieslinstrument de mesure correspond au
signal initial augmenté du signal correspondaiat gulantité ajoutée.

Selon I'échantillon n°1, n°2, n°3 de I'étalonnageif tableau n°ll page 22), la variation
de concentration et d’absorbance sont résuméelesaisieau suivant

Tableau n® XXII : Evaluation de la spécificité et de la sélectiviés tbns nitrates

1°" ajout 2™ ajout Conclusion
Variation de AC=0,5 AC,=2 AC,= 4 foisAC,
concentration
Variation d’absorbance AA;= 0,108 AA,=0,610 AA,= 6 fois AA;
correspondance
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II-6 Estimation de la replicabilité

La replicabilité a la concentration connue de 2 8mmigr le méme échantillon n°4 (voir
tableau n°XIV page32), soumis a I'essai dans le en&horatoire avec le méme operateur,
sur le méme appareil et le méme jour; est déteemangartir de I'équation suivante :

t (0,95;n—1)'51

Vn (")

Ou S écart type d’'une série de mesure se référanteplabilité
t (0,05 ; n-1y coefficient que I'on peut déterminer par la tatdestudent pour une valeur de

niveau de confiance 95% et au nombre n-1 mesure

Application numérique : t (095;n-1) = 2,45 d’apreés table student gt5,569.10’

t (0,95; n—1) S1

- = 4,824.1C°

II-7 Estimation de la répétabilité

La répétabilité a la concentration connue de lmgylle méme échantillon n°2, (voir
tableau n°XV page33) soumis a lI'essai dans le méabwratoire,avec le méme operateur, sur
le méme appareil mais le jour est différent est@inée a partir de I'équation suivante :

t (0,95; n—-1) S2

Vn ©)

Ou S écart type d’'une série de mesure se référantépéabilité
to,05: n-1y coefficient que I'on peut déterminer par la tabéestudent pour une valeur

de niveau de confiance 95% et au nombre n-1 mesure

Application _numérigue : t(095-n—1):2’45 d'apres table student et,=8,036

t (0,95; n—1) S2

Vn

=0,031
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I1-8 Estimation de la reproductibilité

La reproductibilité a la concentration connue 2,Bragr le méme échantillon n°3, (voir
tableau n°XVI page34) soumis a l'essai dans lesémdites laboratoires : « JIRAMA
(traitement des eaux Mandroseza) et CNRE (Tsiml@dzazlont les conditions sont les
suivantes : operateur différent, appareil différgmirs différent. La valeur sera déterminée a

partir de 'équation suivante :

t (0,95; n—1)'S3

In ()

Ou S écart type d’'une série de mesure se reféranteptaductibilité
t(0,95 : n-1j Ccoefficient que I'on peut déterminer par la tatdestudent pour une valeur de
niveau de confiance 95% et au nombre n-1 mesure

Application numérique: t (0 95 -n—1) = 2,45 d’apres table student et=4,027.10

t (0,95; n—-1) S3

7 = 3,488.1C
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3°™ PARTIE :
INTERPRETATION
DES RESULTATS SUR
LES PARAMETRES DE
VALIDATION




I=-Introduction

L’interprétation sera réalisée principalement atipaltes résultats obtenus dans la
partie expérimentale. Notre étude concerne la atid de deux méthodes, donc nous allons
interpréter les résultats de ces deux méthodes.

Pour permettre la lecture nécessaire sur les aésudes parametres a étudier, nous
avons volontairement rassemblé dans un tableapitélzdif tous les résultats obtenus. Puis

nous allons interpréter les résultats

Il-Interprétation sur les résultats des différents
parametres de validation de la méthode de Zambelli sur la

détermination des ions nitrite:

II-1 Récapitulation des résultats :

D’apres le calcul de la partie expérimentale cisdes, on a résumé les résultats obtenus
dans le tableau suivant:

Tableau n°XXIII : Récapitulation des résultats :

Parametre étudié Méthode de Zambelli: déterminaten

ions nitrite « N@»

Erreur systématique due a la méthode | 2™ -5 939

Vn

Erreur systématique due a la 'appareil | A~ _q 574

Vn

Limite de détection de la méthode (LDM) LDM=0,0018

Limite de quantification de la méthodeQM=0,006
(LQM)

Evaluation de la justesse 5
En = | —=¢_| = 0,824

2 2
/Ui +Ufes

(0‘ ° '\/" 1) _2,24'3.].0’3
(0; 5,\/ 1) ’ ) 0’3

48



II-2 Interprétation du parametre d’'une erreur systématique:

D’apreés le calcul de la page 35, paragraphe I-ftje2a on a :

C—-m C—m
=223l —=> < <lgs (@)
Vn } Vn
tg5: 2,35
Pour un niveau de confiance de 95% et pour n-E=taldle Student donngt2,37
c- . . : ,
D’ou Um < tg5, les résultats fournis par la méthode ou par ilfsation des
Vn

produits ne different pas systématiquement delieuv, donc pas d’erreur systématique due

a la méthode ou a Il'utilisation des produits.

D’apreés le calcul de la page 36, paragraphe I-&jéa on a :

A-m' A-m'

—=2231 } L =2231<45=237 (1)

Vn Vn
t95: 2,35
Pour un niveau de confiance de 95% et pour n-=tgldle student donngt2,37

. A-my . . . cres . .
D'ou —7— < 1gs, les résultats fournis par I'appareil ne differagpsystématiquement de la

Vn
vraie valeur, donc pas d’erreur systématique dukagpareil.

II-3 Interprétation sur les résultats de la Limite de Détection et
Quantification d’'une Méthode utilisée :

Pratiguement, les limites de détection et quastiisn sont obtenus en tenant compte
une concentration minimale différent de zéro, @pomdant a I'absorbance égale a zéros ou
sensiblement égale a zéro. D’aprés I'essai expétahde la page 38, partie B, on a:

L.D.M =0,0018 (s)
L.Q.M= 0,006 ®

On peut dire alors que la méthode spectrophotoguétrutilisée est beaucoup plus
sensible « de I'ordre de 8 par rapport & la méthode colorimétrique utilidéas une étude
antérieure [14], ou la LDM est de 8fg/l dans un domaine d’application entre 0,02 &

2,7mg/l pour le nitrite
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II-4 Interprétation sur les résultats du parametre de la linéarité et de la

sensibilité :

Selon la théorie, le domaine d’utilisation correspp@u minimale d’écart (c'est-a-dire
I'écart entre la concentration de référence etrlegennes de concentration obtenus). D’apres
page 40, le courbe n°3, paragraphe B8, est prét a accepter le domaine de concentrdéon
linéarité et de la sensibilité entre 0,49mg/l juag0,9mg/l c’est a dire entre I'échantillon
numMeEros trois jusqu’a NUMEros cing.

Pour les concentrations strictement inférieures48 éng/l, il y a un grand écart entre la
valeur de référence et la valeur mesurée donc goenepas accepter ces domajres qui
permet de conclure la non adaptation de cette rdétbans I'analyse des eaux potables ou la

valeur maximale admissible est de 0,1 mg /I
II-5 Interprétation sur les résultats d’évaluation de justesse

La justesse d’'une analyse est vérifiee par la nigthie comparaison des moyennes des
résultats qui serait obtenus en appliquant cettthadé en n=8 fois avec une méthode de
référence. On cherche a améliorer la méthode jasgicart devienne faible par rapport aux
incertitudes sur la mesure et sur la valeur deeate.

Pour la méthode de Zambelli (selon le tableau n1Xyhge 40, paragraphe 1-4)

On a: | = [228 |= 0824< 2 (u) ; d’oll I'écart n’est pas signifidati

2 2
/Ui +URer

On peut dire alors que linterférence n’existe p@g qui montre qu’'une parfaite
préparation de I'échantillon et la mesure des difiées échantillons liée plus particulierement
a I'étalonnage est représentative. L’étroitesseeela valeur de référence et les résultats

obtenus par cette méthode est acceptable

50



II-6 Interprétation sur les résultats d’évaluation de la fidélité

Dans tous les cas, on doit tenir compte I'estinmatie la réplicabilité, la répetabilité et
la reproductibilité. Théoriquement I'estimation déire identique ou voisine, donc d’apres les
résultats obtenus (voir page 41 et 42), les tvaigurs sont a peu pres trés voisines en
particulier la replicabilité et la repetabilité ckar fidélité est relatif & un méme operateur
travaillant dans le méme laboratoire avec le mépraieil et le méme réactif. Mais la
reproductibilité est tout a fait différente, ellerespond au cas de différents operateurs, de
différents laboratoires et de différents appardille qui ne valide pas la méthode car deux
laboratoires différents opérant dans les mémeditons, sur la base d'un méme principe

d’analyse auraient di avoir le méme ordre de grandie I'élément doseé.

II-7 Interprétation sur les résultats d’évaluation de la spécificité et de la

sensibilité

L'objectif permet d’évaluer l'influence de certagénterférences pendant ou apres sa
préparation des quantités connues de I'analyteeX@mine alors si la réponse de 'instrument
de mesure correspond au signal initial augment&ghal correspond a la quantité ajoutée.

Selon le tableau n°IX, page 41, paragraphe I-5c@npare le taux de la variation de
concentration et le taux de la variation de I'abaocce. D’apres le calcul qu’on a fait : si on a
utilisé un 2™ ajout de concentration correspond au double *feajbut, on obtient au®?®
ajout de I'absorbance une augmentation correspara@nfois I'augmentation af't ajout.
Cela veut dire que la réponse de linstrument deumene correspond pas au signal initial
augmenté du signal correspond a la quantité ajo@éeajui signifie que I'ajout dosé est non
récupéreé, il se peut qu’il y ait une source d’iféence non identifiée et on a besoin de
vérifier en faisant I'analyse au laboratoire.

On note que I'évaluation de la spécificité et desémsibilité est facultative pour la
meéthode de validation de I'analyse chimique, cedire, on n’est pas obligé de vérifier ces
caractéristiques mais on l'a fait pour voir I'dffdes ajouts dosés sur la méthode

sélectionnée .
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IlI-Interprétation sur les résultats des différents parametres de

validation de la mé¢thode de

détermination des ions nitrate

Salicylate de

III-1 Récapitulation des résultats :

D’apres le calcul de la partie expérimentale cisdes, on a résumé les résultats obtenus dans

le tableau suivant:

Tableau n°XXIV Récapitulation des résultats :

sodium

sur

Parametre étudié

Méthode de

Salicylate

de

détermination des ions nitrate «{ND

sod

la méthode

c-m

la

ium:

Erreur systématique due a " =25 914
Vn
Erreur systématique due a la I'appareil | A= _14 199
n
Limite de détection d’'une méthode (LDM LDM=0,012
Limite de quantification d’'une méthodeQM=0,04
(LQM)
Evaluation de la justesse B
I e O
En = |-———| = 6,589
/U§+U§ef
Estimation de Réplicabilité t(0,95;n-1)- S1
Y =4,824.10°
Estimation de Répetabilité t0,95;n-1) 52
Sy — =0,031
Estimation de Reproductibilité Y(095;n-1)" S3 3.488.10°

Vn
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I1I-2 Interprétation du parametre d’'une erreur systématique:

D’apreés le calcul de la page 36, paragraphe llatti®A on a :

C—- Cc—

ST -05,914 s 20501454 (V)
Tn } Tn

t95: 2,35

Pour un niveau de confiance de 95% et pour n-E=fglle student donng+2,35
Cc- N P ) . oL
EtTm’ > 1g5, D’ou la valeur |C — m| est significative d’'une erreur systématique intrioel
vn
a la méthode ou a l'utilisation des produits, ddes résultats fournis par cette méthode ou
les réactifs chimiques devront étre corrigés delene correctif est [C — m|

D’apreés le calcul de la page 37, paragraphe lla2ti¢®A on a :

A-m' A-m'
— =10,129 —> — >l (w)
Vn N

t95: 2,35

Pour un niveau de confiance de 95 % et pour n-atalle student donngt2,35

A-mr N L . . .
Et —— > g5, D'ou la valeur |A—m'| est significative d’'une erreur systématique
n
introduite a I'appareil, donc les résultats fournpgr 'appareil devront étre corrigés et le

terme correctif estfA — m/|

III-3 Interprétation sur les résultats de la Limite de Détection et de
Quantification d’'une Méthode utilisée

Pratiguement, les seuils de détection et quantificaont obtenus en tenant compte une
concentration minimale différent de zéro, correslamm a I'absorbance égale a zéros ou
sensiblement égale a zéro. D’aprés I'essai expétahde la page 43, on a:

L.D.M = 0,012 (x)
L.Q.M=0,04 (y)

On peut dire alors que la méthode spectrophotoguétrutilisée est beaucoup plus
sensible « de I'ordre de 8 par rapport & la méthode colorimétrique utilidéas une étude
antérieure [14], ot la LDM est d&.10°mg/l dans un domaine d’application entre 0,05a
4,5mg/l pour le nitrate.
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III-4 Interprétation sur les résultats du parametre de la linéarité et de la
sensibilité :

Selon la théorie, le domaine d’utilisation correspp@u minimale d’écart (c'est-a-dire
I'écart entre la concentration de référence etrlegennes de concentration obtenus). D’'apres
le tableau n° XX, courbe n°4, page ©h ne peut pas obtenir le domaine de concentrdgon
linéarité et de la sensibilité car I'écart entreetancentration de référence et les moyennes de

concentrations obtenues sont élevées.

III-5 Interprétation sur les résultats d’évaluation de justesse
La justesse d’'une analyse est Vvérifiée par la nithie comparaison des moyennes des
résultats qui serait obtenus en appliquant cettthadé en n=8 fois avec une méthode de
référence. On cherche a améliorer la méthode jas@gcart devienne faible par rapport aux
incertitudes sur la mesure et sur la valeur deeate.
Pour la méthode de Salicylate de sodium (selonaldeau n°XXl, page45,
paragraphe 11-4); on a:

Xi—XRef |_
2 2
/Ui +URes

On peut dire alors que l'interférence existe. Ciengontre qu’une mauvaise préparation

En = 6,589 > 2 (z) d’'ou I'écart est signifiica

de I'échantillon et de mesure liée plus particelieent a I'étalonnage ou la méthode utilisée
n'a pas éte parfaite, et I'étroitesse entre lawatle référence et les résultats obtenus par cette
méthode ne sont pas acceptés.

I11-6 Interprétation sur les résultats d’évaluation de la fidélité:

Dans tous les cas, on doit tenir compte de tiedion de la réplicabilité, la répetabilité
et la reproductibilité. Théoriquement I'estimatidait étre identique ou voisine, mais d’apres
les résultats obtenus (voir page 46 et 47), t@s gstimations sont tout a fait différentes alors
gu’elles ont été assez voisines en ce qui conceExmeéthode de Zambelli.

On peut dire donc que la méthode au salicylateodeis) n’est pas fidele.
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III-7 Interprétation sur les résultats d’évaluation de la spécificité et de la

sensibilité

L’objectif permet d’évaluer l'influence de certamanterférences pendant ou apres sa
préparation des quantités connues de I'analyteeX@mine alors si la réponse de 'instrument
de mesure correspond au signal initial augment&ghal correspond a la quantité ajoutée.

Selon Le tableau n°XXIl, page 45, paragraphe BB, compare le taux de la variation
de concentration et le taux de la variation destabance. D’apres le calcul, si on a utilisé un
2°M ajout de concentration correspond aux quatredei™ ajout, on obtient au®?¢ajout de
I'absorbance une augmentation correspondant as6’&igmentation au®f ajout. Cela veut
dire que la réponse de l'instrument de mesure negwond pas au signal initial augmenté du
signal correspond a la quantité ajoutée. Ce quifsegque I'ajout dosé est non récupére, il se
peut qu’il y ait une source d’interférence nonniiféée et on a besoin de vérifier en faisant
I'analyse au laboratoire.

On note que I'évaluation de la spécificité et desémsibilité est facultative pour la
meéthode de validation de I'analyse chimique, cedire, on n’est pas obligé de vérifier ces
caractéristiques mais on l'a fait pour voir I'dffdes ajouts dosés sur la méthode

sélectionnée.

IV-Conclusion :
La mesure expérimentale ci-dessus nous permet mgaitce et de répondre que : les
méthodes d’analyses chimiques utilisées sont-attesptables? D’apres les résultats obtenus,

on peut conclure que:

Selon I'estimation systématique, les résultatsrisupar la méthode de Zambelli ne
different pas systématiquement de la valeur dongv’anpas d’erreur systématique due a
'appareil ou a la méthode ou aux produits utilisésndis que la méthode de salicylate de

sodium ne peut pas donner des résultats acceptables
Selon l'évaluation caractéristique de la linéaetéde la sensibilité, la méthode est

utilisable entre la concentration 0,49mg/l jusqd,&7mg/l pour le dosage nitrite mais on n'a

pas pu obtenir le domaine d’utilisation pour lsage en nitrate.
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Selon I'évaluation de la justesse, I'écart n’esd pignificatif pour le dosage des nitrites
tandis que I'écart est significatif pour le dosdgs nitrates.

On a trouvé aussi que la Limite de Détection ddl&thode est respectivement de
lordre de 10°; 10° pour les deux méthodes, ce qui démontre que disip

spéctrophotometrique est plus sensible pour kerehdation des ions nitrites et nitrates.

On peut en conclure que la méthode de Zambelirad&gtée tandis que la méthode au

salicylate de sodium n’est pas validée.

V= Perspectives :

Notre étude a montré que l'utilisation de métho@endesure non normalisée a des
impacts sur la fiabilité des résultats de par $ufisance de sensibilité, fidélité, spécificite,
sélectivité, linéarité ; ce qui amene le labora&oa utilisé des méthodes validées ou
normalisés. En ce qui concerne la JIRAMA, ces dméthodes ont été abandonnées et

remplacé par une autre méthode spéctrophotometffiitnode au réduction au cadmium).
Aussi, nous proposons de valider dans la prochetinde la méthode au laboratoire de
'E.S.P.A en termes d’analyse de nitrate en watilis'azote ammoniacale (les composés

ammoniacaux se combinent avec le chlore).

Toutefois si on veut encore utiliser cette méthadesalicylate de sodium, I'insertion

des termes correctifs est a considérer pour avorésultat valable.

Dans ce cas, la valeur corrigée.z=véleur mesurée (oy: ffacteur corrigé). Et.fdevront

étre corrigés par le terme correcti:— m| et :|[A — m/|
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CONCLUSION GENERALE



D'une fagon générale, afin de s’assurer de [I'efiitga technique de la méthode

lspéctrophotométriqye, la norme internationale (3)/demande de valider la méthode. II

faut considérer en méme temps les différents parame

L’estimation d’'une erreur systématique

L’évaluation des caractéristiques de méthode dieseal

D’aprés les résultats des méthodes utilisées,demmetres systéematiques des résultats
fournis par la méthode de Zambelli ne different pgstématiquement de la valeur acceptée
tandis que les erreurs systématiques sont tregadquar la méthode de salicylate de sodium.
Cet effet est encore confirmé par 'examen sinmdltde quatre paramétres (la fidélité, la
justesse, la linéarité et la spécificité). Ce quintne la fiabilité de la méthode de Zambelli,

mais la méthode au salicylate de sodium n’est paspaable.

Nous avons conclu que: en tenant compte des réswlbdenus et des interprétations
emis, la méthode de Zambelli pour la déterminaties ions nitrites est validée tandis que la
méthode au salicylate de sodium pour la déternuinadies ions nitrates n’est pas validée De
'analyse des résultats obtenus par la méthodeaebglli on peut annoncer que cette
meéthode est fiable dans la gamme supérieure an@/4en utilisant I'appareil UPRIM de la
JIRAMA.

Enfin, durant toute notre étude, le travail a é&@s intéressant et nous a permis
d’acquérir beaucoup de connaissance théorique périexentales sur la technique de
validation de la méthode analytique, d’expérienea matiere d’analyse des eaux et ces

méthodes peuvent faire I'objet et application ddiasitres domaines d’analyse.


http://www.rapport-gratuit.com/
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ANNEXES



ANNEXE I : DOSAGE SPCTROPHOTOMETRIQUE DES IONS NITRITES ET NITRATES

|- METHODE AU SALYCYLATE DE SODIUM (dosage des nitr ate « NG;-»)

Principe

En présence de salicylate de sodium, les nitraveseht du paranitrosalicylate de sodium,

coloré en jaune. Effectuer les lectures a la speditrie a la longueur d’onde de 415nm et

tenir compte de la valeur lue pour le témoin, gpaoater au courbe étalonnage.

Réactifs :

Solution de salicylate de sodium a 0,5%, a renantelites les 24 heures.
Acide sulfurique concentré (d=1,84)

Solution d’hydroxyde de sodium et de tartrate dewtd sodium et de potassium :

Hydroxyde de SOdium.........oovie i e e e ae s 4009
Tartrate double de potasSium..........cocvvviii i, 60g
Bau distillée. ... ..o 1000ml

Faire dissoudre les sels dans I'eau. Laisser Bfret compléter a 1000ml. A conserver dans

un flacon en polyéthylene

Solution mére étalon d’azote nitrite a 0,19/l :

v Nitrate de potassium anhydre.............. 0,722g
v Eaudistillée..........ccoooi i 1000ml
v' Chloroforme (pour conserver)...............1ml

Solution fille étalon azote nitrique a 0,005g/
Amener 50ml de la solution mére a 1000ml avec eul'distillée.

Etablissement de la courbe d’étalonnage :

Dans une série de capsules de 60ml, introduireesssement

Numéros desT I Il 1] \Y,

capsules

Solution étalon O 1 2 5 10
d’azote nitrique

a 0,005g/I (ml)

Eau  distillée 10 9 8 5 0

(ml)

Correspondance0 0,5 1 2,5 5

en mg/l d'azote

nitrique




Solution de 1 1 1 1 1

salicylate de

sodium (ml)

Evaporer & sec au bain-marie ou dans une étuvéepart7’5-80°C (ne pas surchauffer, ni
chauffer trop longtemps). Laisser refroidir. Remhenle résidu par 2ml d’acide sulfurique
concentré en ayant soin de I'humecter completem@&tténdre 10mn, ajouter 15ml d’eau
bidistillée puis 15 ml de la solution d’hydroxyde godium et de tartrate double de sodium et
de potassium qui développe la couleur jaune. Eftectes lectures au spectrométre a la
longueur d’onde de 415nm. Construire la courbeatbé@nage.

Mode opératoire :

Introduire 100ml d’eau dans une capsule de 60mbur(des teneurs en azote nitrique
supérieures a 10mg/l, opérer une dilution)

Alcaliniser faiblement avec la solution d’hydroxyde sodium. Ajouter 1ml de solution de
salicylate de sodium puis poursuivre le dosage cemaur la courbe d’étalonnage. Préparer
de la méme fagcon un témoin avec 10ml d'eau bi lidisti Effectuer les lectures au
spectrometre a la longueur d’onde de 415nm et tampte de la valeur lue pour le témoin.

Se rapporter a la courbe d’étalonnage.



- METHODES DE ZAMBELLI (dosage des nitrites « NO 2- »)

Principe

L’acide sulfanique en milieu chloridrique, en prése d’ion ammonium et de phénol, forme
avec les ions NB un complexe coloré jaune dont l'intensité estpprtionnelle a la
concentration en nitrites. Puis effectuer a la lang d’onde de 435nm et tenir compte de la
valeur lue pour le témoin se rapporter a la codrélonnage.

Réactifs

Ammoniaque pure (d=0,925)

* Réactifs de Zambelli :

v Acide chloridrique pure (d=1,19)..........ccccoveeeinnnes 260ml

V' Acide sulfaniques..........civi i 59
v' Phénol cristallisé..................ocoeeviii i i el 7,50
v" Chlorure d'ammoniac.................cocoeveeeiienvinenennn..... 1359
v' Eau distillée (exempte d’'ion NO2-).............covveenn, 625ml

Introduire dans une fiole jaugée d'un litre, I'agigulfanique et le phénol en chauffant
légérement au bain-marie. Aprés dissolution corep&gouter le chlorure d’ammonium et
agiter jusqu’a dissolution. Aprés refroidissemguoster s'il y a lieu le volume de la solution a
un litre avec de I'eau distillée.
e Solution mére étalon de N@ a 0,23g/I
v Nitrite de sodium.................ccceeee i i eenees....0,345g
v Eau fraichement distillée...................................1000mI

Cette solution se conserve mieux si I'on prendrécaution d'y ajouter 1ml de chloroforme.

» Solution fille étalon d’'ion NO,- a 0,0023g/I :

Amener 1ml de la solution mere a 100ml avec dmul'@istillée.
Etablissement de la courbe d’étalonnage
Dans une série de fioles jaugées a 50 ml et nugesantroduire successivement en

agitant aprés chaque addition

Numeéros des T I Il 1] \Y] \Y
fioles

Solution fille| O 1 5 10 15 20
étalon a

0,0023¢g/I de




NO,- (ml)

Eau distillée (ml)| 50 49 45 40 35 30
Réactif del 2 2 2 2 2 2
Zambelli

Attendre 10minutes et ajouter

Ammoniaque |2 2 2 2 2 2
pure

Correspondance 0 0,046 0,23 0,46 0,69 0,92
en mg/l de

NO,-

Effectuer les lectures au spectrometre a la longdemde de 435nm. Construire la courbe

d’étalonnage.

Mode opératoire :

Prélever 50ml d’eau a analyser, ajouter 2ml detiféde Zambelli. Agiter et laisser au
repos 10 minutes. Ajouter ensuite 2ml d’ammoniagquee, effectuer la lecture au
spectrométre a la longueur d’'onde de 435nm et tennpte de la valeur lue pour le
témoin. Se reporter a la courbe d’étalonnage.



ANNEXE 1II: NOTION DE LA VALIDATION D'ANALYSE
CHIMIQUE DE L’EAU

I-LA VALIDATION :

Définition :

C’est la procédure par laquelle on démontre, prewsgérimentales a I'appui, que
performances des méthodes permettent de répongrexagences de l'usage auquel ¢
est destinée.

Principe:

Lors de la validation, on doit utiliser deux tymBéchantillon: :

«+ Etalon: établissement d'une courbe d’étalonr

« Témoins de validatic : échantillons traités comme des inconr

Il faut comparer des résultats obtenus par un ¢géra uie valeur de référence (test
justesse)L’estimation des caractéristiques de fidélité etjultesse sont trouvés a pa
des valeurs retrouvées sur les témoins de validati@pproche est basée sur le conc
d’erreur totale = justesse + fidé

Analyse des résidus:

Résidus= écarts entre les points expérimentauxdrite de régressi

Courbe d'analyse des résidus
1500 -
1000 - O &
]
>
T 500 -
(7]
&
0 I I ' T I 1
0,5 1 1,5 ? 2,5
-500 - Y3
-1000 - ¥ 3
-1500 -
X

0 Acceptable en premiére appro



Note : Les outils statistiques sont des outils de diajnandispensable pour caractériser
une méthode et la valider. La méthode de validatienessite de pouvoir garantir la
fiabilité et la tracabilité des résultats fournistaut mettre la mise en place d’'un systeme
organisationnel pour répondre a ce besoin.

II-LES FORMULES STATISTIQUES DE LA VALIDATIION :

Dans les tableaux, les données seront expriméas Iselorme suivante :

L.D.M L.Q.M Moyenne arithmétique
3.S 10. S P _ L
n
Variance Ecart type Ecart type a partir de la
- (=) . ,2%11(9? )2 variance
N S =V5?
Justesse Réplicabilité Répétabilité
) t (0,95;n-1)-51 t (0,95;n-1)-52
Xi —XRe -_— -_—
By = [l Vi Vi
/U§+U§ef
Reproductibilité Estimation d'une erreurEstimation d'une erreur
t (0,95;n-1)-53 systématigue due a [|asystématique due aux
Vn méthode appareils
C—m A—m'
9 a
v 7

Oux : moyenne arithmétique d’une série de mesures
% : mesures individuelles
n : nombre de mesures
S : écart type d’'une série de mesures
§: La variance
C est la concentration connue,
m la moyenne obtenue lors d’'une série de@atmation,
o etc’sont des écarts types a calculer
A est I'absorbance correspondant a la canaéon connue

m’ la moyenne obtenue lors d’une série destabance



LDM : la limite de détection d’'une méthode

LQM : La limite de quantification d’'une métt®

S écart type d’'une série de mesure se référanteplabilité
S écart type d’'une série de mesure se réféerantépétabilité

S écart type d’'une série de mesure se référanteptaductibilité



ANNEXE III : ESTIMATION DE L’'INTERVALLE DE CONFIANCE
L'ETENDUE

I-TABLEAU REPRESENTATIF DE LA VALEUR DE LA VARIABLE tq(n) DE STUDENT

Tableau: d’'estimation de I'intervalle de confiance

n t (95%) t (99%)
2 12,7 63,7
3 4,30 9,93
4 3,18 5,84
5 2,78 4,60
6 2,57 4,03
7 2,45 3,71
8 2,37 3,50
9 2,31 3,36
10 2,26 3,25
12 2,20 3,11
14 2,16 3,01
16 2,13 2,95
18 2,11 2,90
20 2,09 2,86
25 2,06 2,79
30 2,04 2,76
40 2,02 2,70
50 2,01 2,68
100 1,98 2,63
o 1,96 2,57




ANNEXE VI : ETALONNAGE

I-LA GAMME D’ETALONNAGE :

Il faut trouver la relation entre l'intensité de daloration en nitrite et nitrate dissous. La

premiére opération consiste a cerner le domaingptitabilité de la méthode, c'est-a-dire

la gamme de concentration ou on pourra appliquéwilde Beer-Lambert, généralement

pour une absorbance inférieur. Pour cela, prépereisolution de nitrite et de nitrate a une
concentration connue comprise dans la gamme derendseibut est de tracer une courbe
d’étalonnage a l'aide d’'une solution de différentescentrations connues en mesurant
ainsi leur absorbance. Une fois tracée, la courBeldnnage permettra de définir la

concentration inconnue d’'une méme solution. Etlast toute une histoire de précision,

gue I'on retrouve dans la pente d’étalonnage.

Figure de la courbe d’étalonnage :

Courbe d'étalonnage

6
>_ 5 y = dA
()]
c 4
©
2
5 3
3
< 2

1

O T T T T T 1

0 1 2 3 4 5 6
Concentration X

Mesurer alors directement le nitrite et le nitratans les échantillons proposés. La
concentration des ions nitrite et nitrate dansolation est obtenue par la régression linéaire
Y=axX
Avec : X : la concentration des ions correspondaritabsorbance mesuree.

Y : I'absorbance ou la densité optiquesurée par le spectrophotomeétre

a : la pente de la courbe d’étalonnage



II-PASSAGE AU COLORIMETRE :

Figure : Principe du colorimétre

Condenseur Fittre coloré

— o | HC

Lampe Cuwe Photodiode

La photodiode délivre un courant proportionnel iaténsité lumineuse, c'est-a-dire a la
lumiére transmise. Pour utiliser cet appareil sil @écessaire de « faire le zéro » de temps en

temps avec une cuve remplie d’eau. On fixe aingalaur de J. L'appareil affiche aloréog
I - . . .
(7"). On évitera soigneusement la présence de bults tedces sur les parois transparentes de

la cuve.

Le principe de l'utilisation de la spectrophotonm&pour I'analyse quantitative est basé sur le
fait que lintensité d’absorption (ou émission) est fonction de la concentration de la
particule qui absorbe (ou qui émet) de la lumiére.

Lorsque la lumiére monochromatique d’intensijérdverse un milieu homogeéne, lintensité
de la lumiére émergente | décroit selon une foncérponentielle lorsque I'épaisseur | du
milieu absorbant augmente. Si on étudie principat@ndes solutions, la loi de Beer-Lambert

fait intervenir les concentrations et s’exprimestaforme suivante :

Log (17") = gcL

Ou ¢ estle coefficient d’extinction molaire (I.mdlcm?), ¢ est la concentration de la solution
(mol™.l). L estle chemin optique (cm). Le rapport 1§ est appelda transmission (aussi
appelée ¢ransmittance » et notée T), celle-ci est reliéela densité optique D (aussi

appelée< absorbance») par la relation :



D = log (;)

Un spectre d’absorption (ou d’émission) présenteal@ation de I'absorption (ou d’émission)

en fonction de la longueur d’onde.
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Résumeé:
Dans un laboratoire de mesure d’échantillon d’daistatistique appliquée offre une

méthode de validation de meslire pour évaluer Ititade de résultats obtenus.

D’apres les résultats des méthodes utilisées dantegrétations émises ; on a conclu
que :
La méthode de Zambelli pour la détermination dess ionitrites ne differe pas
systématiqguement de la valeur acceptée et cetteonedest validée tandis que la méthode au
salicylate de sodium pour la détermination des itrates n’est pas validée, cette méthode
ne peut pas étre acceptée.

De l'analyse des résultats obtenus par la méthedgadnbelli, on peut annoncer que
cette méthode est fiable dans la gamme supérieQré9ang/l en utilisant I'appareil UPRIM
de la JIRAMA.

Summary :

In a laboratory which measures water samples, applied statistics provides a validation
method to evaluate the measurement uncertainty of results.

From the results of methods used and interpretations made, it was concluded that:
Zambelli method for the determination of nitrite ions does not differ systematically from the
accepted value and this method is validated whereas the sodium salicylate method to
determine the nitrate ions is not validated, this method cannot be accepted.

From the analysis of the results obtained by Zambelli method, one can say that this

method is reliable in range greater than 0, 49 mg/| using the device of Uprima JIRAMA.
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