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introduction yenerale

La validation des méthodes est devenue uneegée@ pour les laboratoires d’analyse, c’est

pourquoi, ils ont souvent acquis une certaine egpée dans ce domaine.

Le principe de la validation des procédures arggs quantitatives est, aujourd’hui largement,
répandu dans tous les domaines d’activités ou @ssimas sont réalisée

La validation est fondée sur une analyse statistipasée sur un certain nombre de critéres
aboutissant a des méthodes analytigues permettardodner des résultats fiables, c’est une
composante essentielle des mesures qu'un labera®irait mettre en ceuvre pour lui permettre de

produire des données analytiques fiables.

Dans ce travail au sien du laboratoire de cémtié la qualité d’eau potable, nous procédons a la
validation statistique de la méthode d’analyse mig#tes par la spectrométrie d’absorption dans

I'U.V-visible, en utilisant la nouvelle stratégie grofil d’exactitude

Pour appliquer cette approche du profil d’exadgtisur notre méthode de dosage en commencant
par la détermination du domaine d’application amse le plan de validation , et on procéde a un
calcul statistique sur les criteres de validatiqustesse, fidélite, intervalle de tolérance, qointv
servir a construire un profil d’exactitude a fin dsualiser la validité de la méthode d’analyse en

rapport avec les résultats fournis et en considélas limites d’acceptation prédéfinies.

De ce fait, l'utilisation de cette approche se w®étre en accord avec I'objectif d’'une méthode qui

b

peut étre résumé en sa capacité a quantifier le @kactement possible chacune des quantités

inconnues devant étre déterminées par le labogatoir
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Présentation générale de la R A.D.E.EF:

La Régie Autonome intercommunale de Distributidbad’ et d'Electricité de la wilaya de Fes
(R.A.D.E.E.F) est un établissement semi-public eact@re industriel et commercial, doté de la
personnalité morale et de I'autonomie financiélte,est chargée de la gestion des services publics
d'eau, d'électricité et de I'assainissement liquétle joue un réle important dans le développement
du tissu économique de la ville de Fes, elle estdede satisfaire de facon continue, dans les
meilleures conditions aux besoins croissantes en pEdable et en énergie électrique de la

population de la ville de Fes.
l. 1 .Historique :

La RADEEF a été crée par délibération du conseiioipal de la ville de Fes en date du 30

avril 1969 en vertu du Dahir n° 1.59.315 du 23 860 relatif a I'Organisation communale.
l. 2. Missions et domaines d'activité :

La régie assure la distribution de l'eau et deedtéicité ainsi que la gestion du réseau

d'assainissement liquide a l'intérieur de la \diékeFés et de la commune Ain Chkef.

Elle a pour mission de répondre aux besoins deolaulption en matiére d'eau potable,

d'électricité et d'assainissement dans les medfeconditions et au moindre codit.

La R.A.D.E.E.F assure l'alimentation en l'eau plet@our une population dépassant les 1 .204
.000 personnes a lintérieur des villes de FESFBBU, BHALIL, ainsi que des les communes
rurales ; BIR TAM-TAM, RAS TABOUDA, SIDI HRAZEIVI,AIN TIMGNAI, OULAD TAIB,
DOUAR AIT TALEB, et douar AIN ALQUADI.

Présentation du laboratoire de contréle de la quaié de la R.A.D.E.E.F:

[I. 1. Historique :

Le laboratoire de contréle et surveillance de laliggide I'eau potable de la R.A.D.E.E.F a été crée

en 1976 a son siege, puis a été transféré préssduwoir sud en 1993.
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[l. .2.Missions du Laboratoire :

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

= Contréler et réaliser des enquétes sur la quaditéedu.

= Contréler les opérations de nettoyage et de désaifen des réservoirs et
des conduites.

= Contréler quotidiennement la qualité de I'eau mr @halyses physico-
chimique et bactériologiques.

= Détecter la source d'une fuite au niveau du rédeaiistribution.

» Reéaliser des enquétes sur la qualité de l'eaulemséclamations d'abonnés.

ll. 3. Organigramme général du Laboratoire :

Division contrble de I'Eau

Secrétariat
| \
Service Suryeillance qualité Service entreti?n Points d’Eau
| |
A Bureau
Bureau Contréle Bureau treti Bu.reau
anitaire Principal entretien Gardiennage
ﬁ P Espace Verts
|
| |
Bureau Bureau
Chloration Prélévement & Bureau Bureau analyses Burgallll analyses
contrdle analyses Bactériologiques ollution
Externe Chimiques

Figure 1 : Organigramme du laboratoire de contrélede la qualité de I'eau potable
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Les échantillons d'eau recus par le laboratoireatdréle de la qualité de la RADEEF subissent

deux types d'analyses :

|. Analyses bactériologiques

Les analyses bactériologiques de I'eau ont patide mettre en évidence la présence
ou non des bactéries (comme les Escherichia aaliingdifient I'aptitude d'une eau a une

utilisation donnée.
Il. Analyses physico-chimiques :

Les analyses physico-chimique de I'eau comprenrdest parameétres de la qualité

suivantes : lepH , conductivité, Ammonium, chlorures, sulfatesratis, nitrites.

Les normes marocaines concernant ces facteurscphgisimiques sont regroupés dans le

tableau ci-dessous :

parametres unités Valeur maximum ajoutés
conductivité uS/cm a 20°C >180 et <1000
Ammonium NH} : mg/l 0,1

sulfates 503 : mg/l 250

chlorures Cl™ :mgll 250

nitrites NO3 : mg/l 0,5

nitrates NO3 : mg/l 50

Potentiel hydrogene 6,5<pH <8,5
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Tableau 1 : les normdss facteurs physico-chimiques

[1l. Nitrites :
1. .1 .Définition :

le composeé nitrite est dermule chimiqueNO,” sont lesselsde lacide nitreux,qui est un

acide instable de formule HNO
ll. 2. La toxicité :

Les nitrites constituent une forme moléculaire qoe de I'azote dans 'eau Chez I'homme
et les mammiferes la présence des nitrites dasarlg peut provoquer I'oxydation du fer
que contient I'hémoglobine, cette derniere se toame en méthémoglobine et ne peut

plus assurer le transport de I'oxygéne vers leanag 'hémoglobine du sang.
lll. .3.La réaction de la diazotation

C’est une des principales réactions des aminescapiluit a la synthese de nombreux
composeés industriels (colorants, etc...) il s'dgit'action de I'acide nitreux HN@vec une

amine aromatique pour donner l'ion diazonium :

_|_
@NH; o, _,QNEN +2H,0

une amine aromatique un sel de diazonium
Nous pouvons relever trois éléments sueaénaction de diazotation :
» Remarque 1
L'acide nitreux est instable a températudinaire, il se décompose par une réaction de
dismutation:

GHN Oy  — 2N+ N + Hylt
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Il faut donc le préparer au moment de son utilisapar action de I'acide chlorhydrique sur le tatri

de sodium:

0=
H3D+ +NE|++NDE' —_— HNDE +NE++|'|2|:|

et le conserver a froid : cela diminue la viteds@lécomposition par dismutation.
» Remarque 2
Le sel de diazonium doit aussi étre utileggidement aprés son obtention et conservé a

0°C pendant le temps de la réaction. Sa dposition conduit au phénol:

4 /
% \“H“nlf +H; 0 — i \]:—EJH + M, + H

» Remarque 3:

Avec l'acide nitreux, HNg les amines secondaires et tertiaires, ne domaande sels de

diazonium, mais des nitrosamines:

- Amines(Il)
EI':HE - ;EHE
MH  + HON=) ——»H. 0+ h
s
N=0
-Amines(lIl)
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La réaction est identique, mais elle est suiviae@ransposition avec fixation du groupement

nitroso en para.

HEC GHS HEC EH_GHS

N

HMO,

l1l. 4. Le mécanisme de la réaction de diazotation :
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H+
NaQ —N=0 ——— HO—N=0
-Ma
H+ |_|+
HO—N=0 ———® 0—N=0
H

I—I-\‘\“‘+ /_\ 'HED

0—MN=0+* HO—MN=0 —— = O=N—RN=0
S |

H OH

@WQN T iNoe H\N/HN—D
A e N A

H
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Dans le cadre de notre travail, le sel de diazorobitenu sera associé a une autre réactif,
un couplant pour réaliser une réaction de couplagequi va donner naissance a un

complexe coloré qui absorbe dans le visible
IV. .5.Réaction de couplage du sel de diazonium

L'ion diazonium peut réagir soit avec une amineratique soit avec un phénol, on obtient

un compose coloré :un azoique amine ou un azoiugop

1) La copulation avec un amine aromatique sur l'iordi@onium :

[\ + CH3 CHa ;
B Mz CHS NN CHS

lon diazonium un azoigueine

2) La copulation avec un phénol a lieu en miliesitpae; c'est I'ion phénoxy qui réagit sur

I'ion diazonium:

0 2 - NSN—A —nHD—(’F\

—

N=N—Ar

I'ion phénoxy un azoique phénol
IV. La spectrophotométrie dans l'ultraviolet et le visble :

La spectrophotométrie d’absorption dans I'viivket et le visible (UV-VIS) est une technique
d’'un age respectable encore tres utilisée darlalbesatoires et dans I'industrie.

V. 1. Principe :

Le principe de la spectrométrie d’absorption darigaviolet et le visible repose surabsorption
du rayonnement par les moléculeslans le domaine allant de 190 a 800 nm, ce quéspond a

I'ultraviolet (190-400 nm) et au visible (400-80t)) ce domaine est illustré dans la figdre
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Fraquence (Hz)
1022 1015 1012 105 1000 1
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190 nm 200
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Rayons cosmigues VIS Radar TV Radio Audible
Rayons X

Figure 2 : Domaine spectral du rayonnement électragnétique
V. 2. Loi de Beer et Lambert :

Pierre Bouguer a émis son postulat en 1729 selgudé « si une certaine épaisseur d'un verre coloré
absorbe la moitié de la lumiere issue de la sounve,épaisseur de verre double réduit cette lunaigre
qguart de sa valeur initiale»

Trente années plus tard, Jean-Henri Lambert eit &afraduction mathématique : le logarithme de la
diminution de lumiéere (on dirait maintenant I'inger de la transmittance ) est égale au produit de
I'opacité du milieu par son milieu.

Enfin en 1850, Auguste Beer, physicien allemand@tablit la relation entre concentration et densité
optique (expression remplacée maintenant parhect@bsorbance)

Il en résulte, par association des travaux de eas thathématiciens, la Loi de Beer et Lambert tpre |

présente par la formule suivante

A, =1lg 1li-g Ic EQ(1)

Avec, A, désigne l'absorbance, parameétre optigue sans uniésessible au moyen du
spectrophotometre.

0
Ig:—" . est logarithme de base 10
A
| :estl'épaisseur (en cm) de la solution traversée,
C :la concentration molaire
&  le coefficient spécifique d’absorption molairemal*.cm®) & la longueur d’onde &
laquelle on fait la mesure.
En désignant pamn, la masse de composeé par litre et jgata masse molaire (exprimée en

g), I'équation () devient :

N LU
A = ¢l Y EQ.(2)
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Trajet
optigue £

Solution de concentration ¢

A=l =ele

Figure 3 : Schéma d’'une cellule d’absorption
L’absorption du rayonnement UV-VIS par leslétules permet de mesurer le nombre (ou
plutét la concentration) de ces molécules présatdas le trajet du rayonnement. On ne mesure pas
directement ce nombre, mais on procede a un étadenen utilisant des mélanges étalons de
concentrations connues des molécules que I'ond@sgr, ces étalons sont placés dans des cellules
d’absorption traversées par le rayonnement UV-VdSjuantité de rayonnement absorbée dans les
zones d’absorption spécifiques des molécules ar daedéterminée par le spectrophotométre, a

une longueur d’onde ou la molécule absorbe.

chapitre 2 :1a validation statistique 'ine méthode analytique quantitative

lll.  Validation d’'une méthode analytique quantitative:

La validation d’'une méthode analytique quantitatge'’ensemble des opérations effectuées en vue
de prouver qu'une procédure est suffisamment exatctBable pour avoir confiance dans les

résultats fournis pour 'usage prévu
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Traditionnellement, selon la démarche classiquej est accompli en examinant deux critéres

statistiqgues inhérents a la performance de la ndétlamalytique qui sont habituellement mesurés
séparément: le biais ou justesse et la précigda théthode.

Cette approche suppose gue si la méthode est balone les mesures qu'elle fournit seront aussi
bonnes; cependant ce n'est pas toujours le cagjteau lieu de mesurer ces criteres statistiques
séparément, il est possible d’évaluer I'exactitdilane maniére globale selon la nouvelle stratégie
de validation basée sur le profil d’exactitude

Cette nouvelle approche est en parfait accord Beljectif d’'une méthode analytique, a savoir sa

capacité de quantifier le plus exactement possdilacune des quantités inconnues qu’un

laboratoire aura a déterminer.

IV. Validation d’'une procédure analytique selon la nelles approche du profil

d’exactitude :

[I. .1.Introduction :

Le profil d'exactitude est un outil pour déciddr ddagnostiquer la validité d’une méthode
analytique, basé sur l'erreur totale (erreur syati&ue + erreur aléatoire), l'intérét de cette rdlev
approche est de déboucher sur un mode d'interiprétgtaphique des résultats particulierement
parlant pour le non-statisticien.

Les résultats collectés sous les conditions deiddliteé intermédiaire permettent de calculer
l'intervalle de tolérance d’espéran@eui contient une proportiopf de futurs résultats Quand les
limites de cet nouvel intervalle est compris déess limites d’acceptation #, la méthode est
déclarée valide et fiable pour quantifier les étiflans d’'une maniere exacte et fidéle que le
laboratoire aura a analyser, a ce stade il es tapiode décrire la démarche statistique de cette
nouvelle approche .

lll. .2.Plan d’expérience :

Deux plans d’expériences sont nécessaires, I'unléiplan d’étalonnage (PE) sert a calculer la
fonction de réponse de la méthode, l'autre dit lenp de validation (PV) sert a calculer les
caractéristiques de validatigmour réaliser ce plan, prévoir :

— | séries de mesures £l <I)

— pour chaque série, effectulrépétitions (1<) <J)

Faculté des Sciences et Techniques - Fés
[=] B.P. 2202 — Route d’'Imouzzer — FES
8 212 (0) 35602953 Fax:212(0) 35608214



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

—K niveaux de concentration£lk< K) couvrant le domaine d’application de la méthode.

lll. .3.La fonction de réponse :

La fonction de réponse d’'une procédure d’analyseuit, a I'intérieur de l'intervalle de dosage, la
relation existant entre la réponse Y (signal) etcdmcentration X (quantité) en substance a
examiner dans I'échantillo@ I'aide d’'un modeéle mathématigtide la forme Y = f(x), Le tableau

3 suivant présente les principaux fonctions demépaitilisées :

type Equation Souhaitable pour k' | Minimum pour k'
Droite passant par l'origine |Y = a{x 2 1
Droite Y = a0 +a X 3 2
Fonction quadratique Y =a0+a;x+ax*> |4 3

Tableau 2:principales fonctions de réponse utilisables pour étalonnage
NB : avec k' le nombre de niveau
lll. .4.les criteres de validation :
1) Exactitude :

L’exactitude se réfere a I'étroitesse d’agrémernitecte résultat obtenu et la valeur de référence
acceptée notamment par convention ou « la vraieuvat. L’exactitude tient compte de l'erreur

totale liée au résultat, c’est-a-dire des erreystesnatique et aléatoire

2) lajustesse :

La justesse d'une méthode analytique exprime fi#&see de l'accord entre la moyenne des
résultats d’'essai et la valeur de référence aceeme donne une indication sur les erreurs
systématiques.

La justesse (ou le biais) de la méthode au nivemwahcentration est obtenue en calculant la
différence entre la moyenne arithmétique des cdrettons introduites et la moyenne des

concentrations calculées. Le biais peut s’expriemetermes absolu, relatif ou de recouvrement par

rapport aux guantités introduites, comme:suit

bijk =Zijx — Xijk
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Biais absolu :
Ziji— Fijk
.. . .. 0y =— %
Biais relatif : | Pik 7 ik 100
Recouvrement : Ziik
RU= x100
Avec : Xijk

X;ji - La moyenne de la concertation introduite

Z=l-jk : La moyenne de la concentration retrouvée

3) La fidélité :

La fidélité exprime I'étroitesse de I'accord entmge série de mesures provenant de multiples prises
d’'un méme échantillon homogéne dans des condipficescrites.

La fidélité peut étre évaluée a trois niveaux :régétabilité, la fidélité intermédiaire (intra-
laboratoire) et la reproductibilité (inter-laboria&).

Pour calculer les écarts-types de répétabilit@riséries et de fidélité intermédiaire en effectuan
'analyse de la variance (ANOVA) d’'un modele a effdééatoire, selon une décomposition de la
somme des carrés des écarts totale en deux sonamesudés d’écarts : une somme des carrés de

répétitionSCE, et une somme des carrés inter-sésies;

i=1j=1 i=1j=1

SCE, SCE, SCEg

. ;. " . . sy . SCE
Calculer la variance de répétabilité du niveauardipdes répétitionzij : SZT:I (]_:)
SECB _ca,.

Calculer la variance inter-séries nof#g comme suit S*g= "1#

Finalement, calculer I'écart-type de fidélité imediaire du niveau :Sg;=/ S5 + 52,
D’ol, le Coefficient de variation de la fidélitgéteérmédiaire : ”*100
Avec : z;: La concentration retrouvée

Z : La moyenne des concentrations retrouvée par niveau

X : La moyenne des concentrations introduites
| : nombre de série (jour)
J : nombre de répétition

4) L'intervalle de tolérance :
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A partir de I'écart-type de fidélité intermédiaioei de reproductibilité calculée, on construit un

intervalle de tolérance d’espérarfcqui contient une proportiosPb de futurs résultats

L'intervalle de tolérance exprime comme un ingdiey symétrique autour de la concentration

retrouvée moyennedu niveau : [
‘ Z £ Kior* Sir

Calculer I'écart-type de l'intervalle de tolérar@e selon la formule :S;; =Sz (|1 t— o 32)
Avec: B=|—21 et R%E
J*(R+1) S?r

La quantité est appelg,; facteur de couverture de lintervalle de toléranceet vaut :K;,; =

t 14p

’2

Kio1=1t 1+p est le quantile de la distributiole Student pour degrés de liberté @tla probabilité
T2

du contenu de l'intervalle de tolérance. Le nomieedegrés de libertéest calculé selon méthode

d’approximation et donne :

(R+1)?

R+G)2L1_%
-1 ' IJ

V=

Pour chaque niveak) calculer |
K:,; et les limites basse et haute de I'intervalle dérémce, la valeur choisie pofirdoit étre au

e de tolérafg, le facteur de couverture

moins de 80%. L’ensemble des calculs est rassedalnle un tableau de la forme tibleau 3

Critéres symbole

Valeur de référence moyenne x X

Limite de tolérance basse Z — Ktol « SIT

Limite de tolérance haute Z + Ktol = SIT
—Ktolx SIT

Limite de tolérance basse relative ( ) *100
+Ktolx SIT

Limite de tolérance haute relative ( ) * 100

Limite d’acceptabilité basse relative 7(1)%100

Limite d’acceptabilité haute relative (A¥x100

Tableau 3:résumé des différents éléments qui serviront aufprdexactitude
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lll. 5. Construire le profil d’exactitude :

Le profil d’exactitude peut étre construit de diffidtes facons, en fonction du type de données
traite.

La méthode la plus classique, lorsqu’on a a faides concentrations relatives les performances
sont exprimées de facon relative, par un taux deuement.

Pour construire le profil d’exactitude, sélectiondans lgableau 3 les lignes suivantes :

— a reporter sur I'axe horizontal

1) Les valeurs de référence moyennes ;

— a reporter sur I'axe vertical

2) Les limites de tolérance basses relatives ;

3) Les limites de tolérance hautes relatives ;

4) Les taux de recouvrement moyens ;

5) Les limites d’acceptabilité basses relatives ;

6) Les limites d’acceptabilité hautes relatives.
lll. 6. Limite de quantification :

La limite de quantification (LQ) est la plus petifeantité de la substance ciblée dans un échamtillo
qui peut étre déterminée dans des conditions arpétales prescrites avec une exactitude bien
définie

Par définition quand il existe une intersectionrerdu moins une des bornes de lintervalle de
tolérance et une des limites d’acceptabilité, traturellement, on peut proposer de définir ce seuil

comme la limite de quantification (LQ) de la méthod
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Dans cette partie, nous avons appliqué la stetBgsée sur le profil d’exactitude récemment
introduite pour valider la méthode d’analyse destaes dans I'eau potable par spectrométrie U.V-
visible.

|. Méthode de réactifs de Zambelli:
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l. 1. Principe:

L'acide sulfanilique en milieu chlorhydrique, egence d'ion ammonium et de phénol forme avec
les ionsNO; un complexe coloré en jaune dont l'intensité egp@rtionnelle a la concentration en
NO; .

l. .2.Matériels et appareillage :

- Beéchers

- Erlenmeyers

- Fiole jaugée : 1L

- Fiole jaugée de 250ml

— Eprouvettes

— Pipettes

— Spectrométrie UV —visible mono faisceau DR 5000

— Cuve de 1.0 cm d’épaisseur

[. .3.Réactifs :

Solution 1 : ammoniaque pure (d=0,928)

Solution 2 : Réactif de Zambelli préparé a patér.

— bg d’acide sulfanilique

- 7,59 du phénol cristallisé

— 260ml d’acide chloridrique pur (d=1,19)
— 135g de chlorure d’ammonium

- 625ml d’eau distillée

l. .4.Mode opératoire :

> Préparation du réactif de Zambelli :
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= Introduire dans une fiole d'un litre I'acide chidrique et I'eau distillée puis y dissoudre

I'acide sulfanilique et le phénol en chauffantdégment au bain marie ;

= Apres dissolution complete ajouterNeéi,Cl agiter jusqu’a la dissolution

= Apres refroidissement ajuster le volume a un htrec I'eau distillée
» Préparation de la solution mére (N0, ]=0,23mg/l}

Dans une fiole jaugée de 1L dissoudre 0,345 g ttgende sodium (NaNg) et ajouter de I'eau

distillée, ajuster jusqu’a 1000ml.
» Préparation de la solution fille ([NO,]=0,0023mg/l)

Dans une fiole jaugée de 100ml introduire 1ml dsdiition mere de nitrites de sodium et ajuster

avec l'eau distillée
» Courbe d'étalonnage:

Dans une série deslenmeyersnumérotés introduire successivement les réaatifagitant aprés

chaque addition :

Numeéros de fioles témoin 1 2 3 4 5
Solution étalon fille (ml) 0 1 5 10| 15 2¢@
Eau distillée (ml) 50 49 45| 40, 35 3(
Réactif de Zambelli (ml) 2 2 2 2 2 2
Ammoniac pur 2 2 2 2 2 2
Correspondance mg/l de NO2 0 0,046 0,23 0,46 0,6921|0

Tableau 4 : la gamme d’étalonnage

N.B : attention aprés 10min on ajoute 2 ml demimoniac pur

> Expression des résultats :

On effectue la lecture au spectrometre U.V-visiblene longueur d'onde= 435nm et construire la

courbe d’étalonnage.
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0,5
0,4

y =0,507x + 0,003
R*=0,999

Q
c
_ré 0,3
9 0,2 s
2 0.1 ——Linéaire
0 (etalonnage )

0 0,5 1

concentration [N02]

Figure 4: la courbe d’étalonnage

> Déduction :

La droite a une pente de 0,516 et une ordonnéeQi® @t un coefficient de détermination vaut
99 ,9%
On observe gue les absorbances en fonction desmations de la gamme d’étalonnage obtenues

par le spectrometre UV- visible donnent une colir@ire.
[I. Optimisation de la gamme d’étalonnage par la loi dbeer Lambert :

Pour déterminer le domaine de validation de notéthode d’analyse on procéde a augmenter la

concentration de la solution fille d’étalon d’idf0, " successivement :

[NO,”]; = 0,0023mg/l,[NO, ], =0,023mg/[[NO, ]; =0,0345mg/l, on effectue trois essai

d’étalonnage, comme suit :

Dans une série des erlenmeyers numérotés intmdugcessivement les réactifs en agitant aprées

chaque addition :

Numeéros d’erlenmeyers témojin 1 2 3 4 5
Solution étalon fille d&0,~ (ml) | O 1 5 10 | 15| 20
Eau distillee (ml) 50 49| 45| 40, 35 3(
Réactif de Zambelli (ml) 2 2 2 2 2 2
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Ammoniac pur

(mi) 2

2 2

On effectue la lecture de lI'absorbance au spe@n@rd’absorption UV-visible a une longueur
d'onde A= 435nm et construire les cour

Tableau 5 : la gamme d’étalonnage

Des d'étalonn’ages lpsurois essais :

absorbance

essai 1

y =0,507x + 0,003
R*=0,999

0,5 +
0,4
0,3
0,2
0,1

essai 2
- y=0,452x + 0,147
R?=0,966
—@—essai 2
—— Linéaire
(essai 2)

5

4
[J]
o

—o—essai 1 S 3
2

, 2 2
——Linéaire -

(essai 1) 1

0

0,5 5 10

[nitrites] mg/I [nitrites]mg/I

Figure5 : la courbe d’étalonnage 1 figure 6: la courbe d’étalonnage 2

essai 3

4 * N
] 3
[ =
5+
22
S i
o —@—essai 3
© 1

O T T 1

0 5 10 15
[nitrites] mg/I

Figure 7: courbe d’étalonnage 3

» interprétation :

Les figures ci-dessus illustrent la variation dbsorbances en fonction des concentrations
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On observe que la linéarité de courbes change en augmentant la concentration des suduilte

d’étalon des nitrites

On constate que la linéarit&arréte a la concertation 6,9mg# ce stade or décidé de travailler
dans un domaine de validation qui va de 0,23 &g/
lll. Préparations des standards d’étalonnage et les sidards de validatior :

lll. .1.Standards d’étalonnages

Dans une série des erlenmeyers numérotés intesuccessivement les réactifs en agitant a

chaque addition :

Numéros des erlenmeyers Témoin | 1 2 3 4 5 6 7 8
Solutions étalons filles d¥0, | 0 5 10 15 20 25 3C 50 10
(ml)

Eau distillée (ml) 50 45 40 35 30 25 2C 0 40
Réactif de Zambelli (ml) 2 2 2 2 2 2 2 2
Ammoniac pur (ml) 2 2 2 2 2 2 2 2
Correspondance mg/l dé0,~ | O 0,23 0,46 0,69 0,92 1,15/ 1,3¢ | 2,3 6,9

Tableau € : la gamme d’étalonnage

» Remarque:

on utilise deux solutions étalons filles wo,™ de concentrations différentd€21]=0,0023 mg/l et [C2]:
0,0345mg/l
On effectue la lecture de I'absorbance au spe@n@ma la longueur d'onde de 435nm et const

la courbe suivante :

la courbe d'etalonnage

= 47 y=0,529% + 0,004
£3 R?=0,999 ——|a courbe
§ 2 d'etalonnage
g1
2 0 Linéaire (la
n 1
| 0 ) 4 6 8 courbe

d'etalonnage)
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Figure 8:la courbe d’étalonnage

On observe que les mesures de la concentratioforertion de I'absorbance obtenues pa

spectromeétre U .Wisible donnent une courbe linéa

[1l. .2.Standards de validation:

Dans une série des erlenmeyers numérotés introslubiaessivement lesactifs en agitant apres

chaque addition

Numeéros des Témoin | 1 2 3 4 5 6 7 8
erlenmeyers

Solutions étalons fillesO 5 10 15 20 25 30 |50 10
deNO,™ (ml)

Eau potable (ml) 50 50 | 50 50 50 50 50 |50 50
Réactif de zambelli (ml)| 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Ammoniac pur (ml) 2 2 2 2 2 2 2 2 2

Tableau 7: la gamme d’étalonnage

On effectue la lecture au spectrometre a la longubomde de 435nm et construire la cou

suivante :

€

£

3

c

©

2

2

Ke]

L ©|

> Déduction :

les ajouts dosés

y =0,529x + 0,004
RZ=1

[nitrites] mg/I

——les ajouts dosés

—— Linéaire (les ajouts
dosés)

Figure 9 : La courbe des ajouts dosés
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On observe que les résultats des absorbances netiofo des concentrations de la gamme

d’étalonnage obtenues par le spectrometre UV-Ieisibnnent une courbe linéaire.

IV. Validation de la méthode d’analyse des nitrites pale profil d’exactitude :

V. .1.0bjectif :

L'objectif de cette étude est d’effectuer une vatlion statistique de la méthode d’analyse
des nitrites par spectrométrie U.V-visible en apudint la nouvelle approche du profil

d’exactitude basée sur I'erreur totale

V. 2. Contexte d'application (domaine et des limites d’acceptabilite)

Afin de couvrir un domaine d’application raisonrglh validation a été étendue en®g3 et 6,9

mg/l.
Les limites d’acceptabilité ont été fixéesdb % et +10% autour de la valeur cible et choisies

apres discussion avec l'utilisateur du laboratdieela RADEEF, la proportiofi est égale a 95 %

choisie de la méme fagon.

IV. 3. Plan d’expérience :

Deux plans d’expériences sont nécessaires : unddaa@onnage et un plan de validation, la
méme structure de plan a été choisie pour les deus:jours (séries) ave€ = 8 niveaux de
concentration et] = 3 répétitions par jour et par niveau, ce quidiaittotal de 3 x 3 x 8 = 72 essais.
Les concentrations des valeurs de référence sqmingdes en mg/L et les réponses en nm. Les
niveaux varient de 1 B et sont codés 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, et 8 et legesé® 1 4 et sont codées,
Jourl, Jour 2 et Jour 3 (voir annexe 1

IV. 4. La fonction de réponse :

On a choisi de travailler sur quatre modeles dectmn de réponse , le tableau suivamésente

ces différentes fonctions de réponse utilisées gims leurs parametres (ordonnée a l'origine et la

pente) :
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Ordonnée a

. Pente : eau 9

l'origine guadratique | les

Série n°1 0,013 0,518 fonct

Linéaire simple Série n°2 0,013 0,511 '%ZS

Série n°3 0,0192 0,505 répo

Série n°1 0,000 0,522 ”Ste

e

linéaire 0-max |Série n°2 0,000 0,51 leurs

Série n°3 0,000 0,509 para

= metr

Série n°1 0,0181 0,515 es

Linéaire simple Série n°2 0,0101 0,513 A
pondérée 1/X Série n°3 0,0224 0,503 partie
Série n°1 0,0113 0,52 -0,00029 de ces

quadratique Série n°2 0,0106 0,514 -0,00041 et
Série n°3 0,0315 0,489 0,00214| Gients

des fonctions de réponse et les mesures des abhsesbdes echantillons de validation rassemblées
dans le tableau 9, on calcule les concentratiogédites inverses de chaque répétition pour chaque
modele (les tableaux des résultats : voir Annex@)vont servir a calculer les criteres de valioati

et construire le profil d’exactitude

IV. 5. Les criteres de validation (la justesse, la fitieé et I'intervalle de tolérance) :

On calcule les criteres de la justesse, fidélitélet limites de lintervalle de tolérance selon la
meéthode décrite dans le chapitre 2, on rassemblealeurs trouvée dans les tableaux récapitulatifs

organisé pour le cas de la fonction linéaire sempl

1) Justesse :

La justesse fournit une indication sur les errayématiques de la procédure analytique. Elle est

expriméeen termes absolu, relatif ou de recouvrement :

Niveaux de concentration Justesse
Biais (mg/l) Biais (%) Recouvrement (%)
0,23 0,0009 0,43 100,43
0,46 -0,0005 -0,12 99,87
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0,69 0,0131 1,90 98,09
0,92 0,0064 0,70 99,29
1,15 0,0219 1,91 98,08
1,38 -0,0151 -1,09 98,9

2,3 -0,0024 -0,10 99,89
6,9 0,0119 0,17 100,17

Tableau 10: résultats de la justesse de la méthode dosage des nitrites

> Deéduction :

La justesse varie en fonction de la concentrapoiisque le biais (%) varie de + 0,43% a -1,91 %,
les biais relatifs de la méthode développée sanivés acceptables puisqu’ils sont relativement
proches de zéro et que les taux de recouvrememte@mprises entre 90% et 110 %.

2) Fidélité :

La fidélité fournit une indication sur les errewhses au hasard. Elle est réalisée en calculant la

répétabilité et la fidélité intermédiaire a chagiveau de concentration utilisé en validation.

Niveaux Fidélité

de concentration | écart-type de| écart-type de fidéliteé coefficient de
répétabilité St intermédiaires, variation de

fidélité (%)

0,23 0,00325 0,00219 1,70

0,46 0,00454 0,00024 0,98

0,69 0,00372 0,00372 0,76

0,92 0,01052 0,00213 1,16

1,15 0,00625 0,00620 0,76

1,38 0,01386 0,00725 1,13

2,3 0,03310 0,01291 1,54

6,9 0,11070 0,02598 1,64

Tableau 11: résultats de la fidélité de la méthodee dosage des nitrites

» Déduction :
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= On voit que la fidélité varie en fonction de la centration puisque son coefficient de

variation passe de 1,70 % a 0,76 %.
» Cette variation des coefficients démontre I'excelle de la fidélité de la méthode
colorimétrique développée dans l'intervalle de @mation [0,23 & 6,9] mg/l.

3) Intervalle de tolérance :

A partir de l'écart-type de fidélité intermédiailculée, on construit un intervalle de
tolérance d’espérangequi contient une proportiop?o de futurs résultats

Au vu des résultats présentés dans le taldl@ala méthode de dosage des nitrites proposée
est exacte dans l'intervalle de concentration casngmtre [0,23 a 6,9] mg/l, puisqu’a chaque
niveau de concentration, les différentes limitestalérance des résultats incluses dans les

limites d’acceptation de + 10%.

Niveaux de Limite IC tolérance IC tolérance Limite
concentration| d’'acceptabilité| supérieure (%) | Inférieure (%)| d’acceptabilité
haute en (%) basse en (%)
0,23 110 105,50 95,36 90
0,46 110 102,58 97,17 90
0,69 110 100,54 95,64 90
0,92 110 102,48 96,10 90
1,15 110 100,54 95,63 90
1,38 110 102,10 95,70 90
2,3 110 104,25 95,52 90
6,9 110 104,67 95,67 90

Tableaul? : les résultats de I'intervalle de tolénace de la méthode de dosage des nitrites

4) Linéarité :

La linéarité d'une procédure analytique est sa @#daa obtenir, a l'intérieure d'un certain
intervalle de dosage, des résultats directemergoptionnels a la concentration (quantité) de la

substance a examiner dans I'échantillon
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Enappliquant le modéle de régression linéaire simaplguel une droite de régression a été ajt

sur les concentrations calculées par rapport awncestrations introdies, le tableau suivant

présentle coefficient de détermination (R?), la pente¢@tdonnée a I'origin :

Intervalle de dosage Pent Ordonnée a l'origine R2
[0,23- 6,9] 1,00z -0,011 1

Tableau 13 :résultats de la linéaritéde la méthode de dosagees nitrites
Puisque les limites de tolérance absolues tellébugtrées dans la figur20.z sont comprises dans
les limites d’acceptation de + 5%, la linéarité ldeméthode colorimétrique développée est ¢

démontrée dans un intervalle de concentration teitesi|0,23-6,9 mg /I

8 -
= 7 - —
5 ——Xx=y
E 6 -
3 =f—limit sup tolérance
35
© limit inf tolérance
s
2 =>¢=limit accp haut
g 3 -
g 2 - == limit accep basse
c
S 1 - ——Linéaire (x=y)

0 T T T 1

0 2 4 6 8
concentration introduite(mg/l)

Figure 10: graphique de la linéarité de la méthode de dosa des nitrites

V. 6. Constructiondu profil d’exactitude :

Pour Construire le grapue correspondant au profil sélectionne :
-a reporter sur I'axe des abscis :
1- les valeurs de la ligneConcentration moyenne introdt »
-a reporter sur I'axe desdonnée :
2)'Recouvrement en % ,
3) Limite intervalle tolérance basse en ¢
4) Limite intervalle tolérance haute en %
5) Limite d'acceptabilité basse en
6) Limite d'acceptabilité haute er,
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sous le titre « Profil d'exactitude » On obtiemtsales différents profils d'exactitude corresponc

aux différentes fonctions de réponse sont illusti@ss les figures suivante

110 ~
A linéaire simple a £ 5%

105 - — |
§
1S
0100 - =>
S
g
> A
35
S 95 -
g

90 T T T

0 2

4 6
cancentration (mg/I)

| Figure11:profil d’exactitude pour le modéle

ﬁ: | linéaire simple a £10%
110 D eeooe

g 105 -

5 100 W *

5 95 | KA i A

% 90 o= K

o 85 -
80 . T T

0 2 4 6 8
concentrattion (me/[)

Figure12:profil d’exactitude pour le modéle

140 - L
linéaire 0-max D pondérée 1/X
130 - 120 -X
- 120 . XX X X
°\° C AllO T Y XXX
poy X Lq - -
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Figure13: profil d’exactitude pour le modéle
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Figure14: profil d’exactitude pour le modéle
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Figurel5:profil d’exactitude pour le modéle E

90 - e

Sl

~—

70 T

recouverement

X

4 6 8
concentration (mg/l)

—&—recouvrement (%)
== Limite intervalle tolérance basse en %

== limite d'acceptabilitée basse en %

== Limite intervalle tolérance haute en %

=>=limite d'acceptabilitée haute en %




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

Sur les deux profils d’exactitude A et B, nous avarbservés que les limites de
l'intervalle de tolérancel{) a 95%, se trouvent dans les limites d’acceptatith?o et
+10%.

On constate que pour le modele linéaire simptel@%, la méthode est parfaitement
valide dans un domaine de validité s’étend de 0,23 nyiren a 6 ,9 mg/l (profil
d’exactitude B).

Dans les autres modéles (C, D, E,), on observelegudifférentes limites de tolérance a
95% des résultats restent incluses dans les lindit@sceptation de +10%donc la
meéthode est valide dans des intervalles de coratentrdifféerentes dépendent de chaque
fonction.

Pour les modéles C et D la méthode est valide dassdomaines de validité
successivement compris entre [0,92 et 6,9] mg/[0gt6 et 6,9] mg/l, tandis que le
modéle E est validé dans le domaine [0,69 et 6¢8]. m

on conséquence, nous avons choisis le modeéle lenéanple (B) at10% comme
modéle approprié qui, d’'une part valide la méthede I'ensemble de l'intervalle de

dosage, et d’autre part répond aux objectifs deeraitide.

V. 7. Limites de quantification :

La LQ est définie parlintersection entre le profil d'exactitude et ldsnites
d’acceptation

Considérant, le modéle linéaire simple a 5%, oseole que la borne supérieure de
l'intervalle de tolérance coupe la limite d’accptité haute, ceci nécessite traduit par
une limite de quantification qui va0t25mg/l dépend des valeurs choisies des limites

d’acceptabilité et de la proportifn.
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Nous avons mis en point un protocole de dosagdrspe&trique des nitrites dans I'eau potable

a travers une réaction de diazotation en utilisangéactif Zambelli

Dans un premier temps, nous avons déterminé le idendg linéarité de la loi de beer lambert
entre 0,23 et 6,9ppm avec un coefficient de détaatian de 99,9%.

Par ailleurs ,la validation analytique basée surdavelle approche du profil d’exactitude s’est
faite par la détermination des standards d’étalgaret des standards de validation, ainsi que
des calculs sur les critéres de la validation justesse, la fidélité, I'intervalle de toléranda
linéarité et les limites de quantifications.

Nous avons constaté que pour un modeéle linéainglsiles deux limites de l'intervalle de
tolérance a une proportion de 95%, sont comprigé® des limites d’'acceptabilité a +10%,

dans un domaine de validité qui va de 0,23mg/Ba/I.

A la lumiére de ce qui précede, nous pouvons dieg gotre méthode de dosage des nitrites par
spectrométrie U.V-visible est parfaitement valide.
En conséquence, notre procédure peut étre applgaréeprobleme pour le contrdle routine des

nitrites dans I'eau potable.
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Annexe 1 : les tableaux statistiques du plan d’eripéce (données brutes)
» Leplan d’étalonnage :

Réponse analytique
niveau série | Concentration répétition | répétition répétition

(mg/l) n°l n°2 n°3

jourl 0,128 0,161 0,142
1 jour2 0,23 0,129 0,12 0,121
jour3 0,125 0,169 0,121

jourl 0,223 0,237 0,28

2 jour2 0,46 0,222 0,29 0,23
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jour3 0,229 0,277 0,228
jourl 0,384 0,372 0,393
3 jour2 0,69 0,385 0,359 0,397
jour3 0,398 0,388 0,389
jourl 0,491 0,488 0,477
4 jour2 0,92 0,49 0,462 0,497
jour3 0,496 0,487 0,488
jourl 0,596 0,578 0,577
5 jour2 1,15 0,597 0,587 0,592
jour3 0,599 0,582 0,585
jourl 0,703 0,735 0,717
6 jour2 1,38 0,731 0,711 0,709
jour3 0,707 0,712 0,713
jourl 1,237 1,237 1,204
7 jour2 2,3 1,244 1,161 1,176
jour3 1,172 1,16 1,16
jourl 3,56 3,657 3,54
8 jour2 6,9 3,576 3,536 3,506
jour3 3,505 3,482 3,536
» Le plan de validation :
Réponse analytique (nm)
niveau série |Concentratio répétition | répétition répétition
(mg/l) n°1 n°2 n°3
jourl 0,128 0,132 0,131
1 jour2 0,23 0,132 0,132 0,131
jour3 0,136 0,137 0,135
jourl 0,251 0,25 0,255
2 jour2 0,46 0,248 0,248 0,247
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jour3 0,251 0,251 0,246
jourl 0,359 0,363 0,359
3 jour2 0,69 0,363 0,358 0,359
jour3 0,361 0,361 0,362
jourl 0,483 0,49 0,487
4 jour2 0,92 0,487 0,486 0,473
jour3 0,474 0,481 0,475
jourl 0,602 0,596 0,599
5 jour2 1,15 0,596 0,588 0,589
jour3 0,585 0,585 0,582
jourl 0,705 0,723 0,711
6 jour2 1,38 0,715 0,71 0,716
jour3 0,702 0,715 0,715
jourl 1,195 1,215 1,191
7 jour2 2,3 1,197 1,174 1,227
jour3 1,167 1,169 1,17
jourl 3,569 3,601 3,486
8 jour2 6,9 3,631 3,526 3,544
jour3 3,535 3,47 3,576

Annexe 2 : tableaux des criteres de validation p¢es trois fonctions de
réponse (linéaire simple pondérgeadratique et linéaire 0-Max)
B Justesse
= Modele 1 : fonction linéaire pondérée

Niveaux de Justesse
concentration Biais (mg/l) Biais (%) Recouvrement (%)
0.23 -0,002 -0,910 99,08
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0,46 -0,003 0,693 99.30
0,69 -0,015 2,227 97.77
0,92 -0,008 0,896 99,10
115 -0,023 -2,027 97,97
1,38 -0,015 11,159 98,84
2.3 -0,001 -0,066 99,93
6.9 0,016 0,235 100,23
= Modéle 2 : fonction quadratique
Niveaux de Justesse
concentration
Biais (mg/l) Biais (%) Recouvrement (%)
0,23 -0,003 -0,651 99,349
0,46 -0,014 2,048 97,952
0,69 -0,002 -0,183 99,817
0,92 -0,020 -1,739 98,261
1,15 -0,012 -0,889 99,111
1,38 0,004 0,168 100,168
2,3 0,011 0,159 100,159
6,9 -0,003 -0,651 99,349
=  Modele 3 : fonction linéaire 0-max
Niveaux de Justesse
concentration Biais (mg/l) Biais (%) Recouvrement (¢
0,23 0,029 12,70 112,71
0,46 0,027 577 105,77
0,69 0,013 1,90 101,90
0,92 0,019 2,02 102,03
1,15 0,002 0,20 100,20
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1,38 0,008 0,58
2,3 0,017 0,72
6,9 0,010 0,14
» Fidélité :
= Modéle 1 : fonction linéaire pondérée
Niveaux Fidélité
de concentration [ gcart-type de écart-type coefficient de
fidelité répétabilité Sr variation de
intermédiaire fidélité (%)
Sp
0,23 0,009 0,003 4,206
0.46 0,005 0,005 1,554
0,69
0,008 0,004 1,322
0,92 0,006 0,011 1,326
1,15 0,007 0,006 0,827
1,38 0,009 0,014 1,191
2,3 0,005 0,033 1,454
6.9 0,019 0,105 1,545
= Modéle 2 : fonction quadratique
Niveaux Fidélité
de concentration écart-type de écart-type coefficient de

fidélité

intermédiaireSg

répétabilité Sr

variation de
fidélité (%)

0,23

0,011 0,003 4,959
0,46

0,010 0,005 2,312
0,69

0,004 0,004 0,810
0,92

0,005 0,007 0,920
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1,15

0,002 0,006 0,523
1,38

0,013 0,014 1,367
2,3

0,015 0,026 1,304
6,9

0,018 0,110 1,618

=  Modele 3 : fonction linéaire 0-max

Niveaux Fidélité
de concentration écart-type de fidélité écart-type coefficient de variation]
intermédiaireSy répétabilité Sr de fidélité (%)
0,23
0,009 0,003 4,038
0,46
0,003 0,005 1,162
0,69
0,010 0,004 1,526
0,92
0,002 0,011 1,183
1,15
0,006 0,006 0,720
1,38
0,017 0,014 1,562
2,3
0,025 0,033 1,794
6,9
0,073 0,110 1,914

m Intervalle de tolérance :
= Modele 1 : fonction linéaire pondérée

Niveaux de Limite IC tolérance IC tolérance Limite
concentration| d’acceptabilité| supérieure (%) | Inférieure (%)| d’acceptabilité
haute en (%) basse en (%)
0,23 110 119,98 78,19 90
0,46 110 105,02 93,60 90
0,69 110 104,34 91,20 90
0,92 110 103,04 95,17 20
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1,15 110 101,01 94,93
1,38 110 102,38 95,31 90
2,3 110 103,90 95,96 90
6.9 110 104,45 96,02 90
= Modéle 2: fonction quadratique
Niveaux  de Limite IC tolérance IC tolérance | Limite
concentration | d’acceptabilité | supérieure (%) | Inférieure (%) | d’acceptabilité
haute en (%) basse en (%)
0,23 110 90
123,34 74,06
0,46 110 90
110,83 87,86
0,69 110 90
100,93 94,98
0,92 110 90
102,55 97,09
1,15 110 90
99,69 96,83
1,38 110 90
103,49 94,73
2,3 110 90
103,85 96,48
6,9 110 90
104,58 95,74
= Modele 3: fenctien linéaire 0-max
Niveaux de Limite IC tolérance IC tolérance Limite
concentration| d’acceptabilité| supérieure (%) | Inférieure (%)| d’acceptabilité
haute en (%) basse en (%)
0,23 110 132,77 92,64 90
0% 110 109,22 102,32 90
0,69 110 109,48 94,32 90
0,92 110 105,26 98,80 90
115 110 102,51 97,90 90
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106,33

106,05

90

105,83

90

» Linéarité :

= Modele 1 : fonction linéair¢ pondérée

concentration calculée(mg/I1)

concentration introduite(mg/l)

+X=y

== limit sup
tolérance
limit inf
tolérance

=>&=|imit accp
haut

== limit accep
basse

—— Linéaire (x=y)

o Linéaire (limit

sup tolérance)

= Modele 2: fonction quadratique
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+x=y

== limit sup
tolérance
limit inf
tolérance

N w E) (2} ()} ~ (o]
1

=>=|imit accp
haut

concentration calculée(mg/Il)

[
1

o
I
T

limit accep
0 2 4 6 8 basse

concentration introduite(mg/l)

=  Modele 3: fonction linéaire 0-max

+X=y

= limit sup
tolérance
limit inf
tolérance
=>=|imit accp haut

N w £y v [e)] ~N 0o
1

i == limit accep basse

concentration calculée(mg/I1)

[EEN
1

—— Linéaire (x=y)

o
!

0 2 4 6 8

concentration introduite(mg/I1)

» Les limites de quantification :

Limite de quantification haute (mg/l) Limite deanuification basse (mg/l)

Fonction linéaire 0,34 0,37

pondérée

s o S s s s o o s s o s ol S P S e S S S B e e o T e . B S S R S P S S I R e S e e . S A e o 1
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Fonction quadratique 0,47 0,51

Fonction linéaire 0- max| 0,90
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