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Définition des termes utilisés dans ce document

Ces définitions sont issues du Guide ISO/CEI 98siga 2007.

Exactitude : étroitesse d’accord entre des résultats et lavale référence acceptée. Le
terme « exactitude » appliguée a un ensemble détatssrésulte d’'une combinaison de
composantes aléatoires (fidélité) et d’'une errgatésnatique globale ou relative a une
composante (biais).

Fidélité : étroitesse d'accord entre les résultats d’edadipendants obtenus sous des
conditions stipulées.

Conditions de répétabilité: conditions dans lesquelles les résultats d’essai
indépendants sont obtenus par la méme méthodeesuindividus d’essais identiques
dans le méme laboratoire, par le méme opérateilisant le méme équipement et
pendant un court intervalle de temps.

Conditions de reproductibilité : conditions dans lesquelles les résultats d’esgati so
obtenus par la méme méthode sur des individus al&sdentiques dans différents
laboratoires, avec différents opérateurs et utitisies équipements différents.

Conditions de fidélité intermédiaire : conditions dans lesquelles les résultats d’essais
sont obtenus par la méme méthode avec des chantgerdenconditions parmi
lesquelles : opérateur, étalonnage, équipementsroanement, temps écoulé entre
mesures.

Justesse :étroitesse de I'accord entre la valeur moyennemigted partir d’'une large
série de résultats d’essais et une valeur de r&fére

Valeur de référence acceptée valeur qui sert de référence, agréée pour une
comparaison et qui résulte :

» D’une valeur théorique ou établie, fondée sur hascpes scientifiques (a);

» D’une valeur assignée ou certifiée, fondée sutriagaux expérimentaux d’'une
organisation nationale ou internationale (b);

« D’une valeur de consensus ou certifiée, fondéeusutravail expérimental en
collaboration et placée sous les auspices d'un pgroscientifique ou
technique (c);

* Dans les cas ou a), b), et ¢) ne sont pas appdisatie I'espérance de la quantité
(mesurable), c’est-a-dire de la moyenne d’'une @djuul spécifiée de mesures.

Méthode d’analyse : procédure écrite décrivant I'ensemble des moyensnades
opératoires nécessaires pour effectuer I'analysd’aalyte, c’est-a-dire : domaine
d’application, principe et/ou réactions, définitionréactifs, appareillage, mode
opératoires, expression des résultats, fidélifghae.

1 |1SO/IEC Guide 99 version 2007. Vocabulaire international de métrologie — Concepts fondamentaux et
généraux et termes associés (VIM)
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Ecart-type de répétabilité : écart-type de nombreuses repétitions obtenuesutassul
laboratoire par un méme opérateur sur un mémeumsint, c’est-a-dire dans des
conditions de répétabilité.

Ecart-type de fidélité intermédiaire : écart-type de répétitions obtenues par le méme
laboratoire dans des conditions de fidélité intetimiée, c'est-a-dire avec des
changements de conditions, parmi lesquelles : tgéraétalonnage, équipements,
environnement, temps écoulé entre mesures.

Limite de quantification de la méthode: plus petite grandeur d’'un analyte a examiner
dans un échantillon pouvant étre déterminée qudingiment dans des conditions
expérimentales décrites dans la méthode avec wantitexlie définie.

Fonction d’étalonnage: fonction mathématique qui relie une valeur dimmhation a
une grandeur, par exemple la concentration en tady l'intérieur d’'un certain
intervalle.

EMA (écart maximal acceptable): valeurs extrémes d’'une erreur acceptable sur un
résultat.
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Abstract

Chlorophylla is aphotosynthetic pigment principal in plants and algais an indicator
of the microalgae’s biomass and that are at thedation of the food chain.
Measurement of concentration’s chlorophyll a isriedr out by fluorimetry (method
described in Aminot and Kérouel 2004) This methsddquired by the Framework
Directive (WFD).

Arcachon laboratory, when | realized this interpshs accredited ISO 17025 for the
analysis of nutriments. It also carries out chehacelysis like for example the dosage
of chlorophyll a.

In this quality assurance process, it is essettigblidate the method of determination
of chlorophyll a in the marine environment.

The validation of this method is carried out throug/o standard NF-T90-210 and NF
V03-110 that allow the study of differents param&ténd then allow us to validate or
not the method.

The parameters used are the study of the calibrdioction, quantification limit, the
study yields, according to NF-T90-210. But alsodgtihe accuracy and uncertainty
estimates according to NF V03-110
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Préambule

L'lfremer, institut francais de recherche pour péoitation de la mer est un
établissement public a caractére industriel et cernial (EPIC). Créé en 1984, il est né
de la fusion entre CNEXDet I'ISTPM3. Il est placé sous la tutelle conjointe des
ministéres de I'enseignement supérieur et de lherebe et de I'environnement, de
I'énergie et de la mer.

L'lfremer a pour mission d'évaluer les ressourcess cdcéans et permettre leur
exploitation durable, d’améliorer les méthodes devesllance du milieu marin, et
favoriser le développement économique du milieumar

Le Laboratoire Environnement-Ressources d’Arcadh&R/AR) fait partie des 9
laboratoires cétiers du département Océanographi®y/mamique des Ecosystemes de
I'lfremer. Il est rattaché administrativement amtre de Nantes et compte un effectif de
12 personnes. Il a pour mission la mise en ceuvr@lageurs réseaux : nationaux
(REPHY, REMI, ROCCH, RESCO.4) régional (ARCHYD} et communautaire
(DCEY), de surveillance de la qualité des eaux littorakede la ressource conchylicole.
A ce titre, le laboratoire est amené a réaliser plédevements, des mesures sur le
terrain, et des analyses chimiques notamment @acedre des suivis hydrologiques.

Les analyses chimiques consistent en des dosagadatephyllea phytoplanctonique
et de nutriments dans les eaux marines. Dans d¢extenle laboratoire a engagé depuis
plusieurs années une démarche de mise sous assugaatité de ces activités
techniques selon le référentiel ISO 17025. Le LERESst accrédité pour I'analyse des
nutriments depuis 2011.

Les objectifs de I'étude effectuée dans le cadresidge au sein du LER/AR était
d’évaluer les performances de la méthode de dosade la chlorophylle a mise en
place au laboratoire, selon les protocoles progopéeles normes NF T90-210 (2009)
et NF V03-010 (2018)etd’estimer le niveau d’incertitude sur le résultat

2 Centre National pour 'EXploitation des Océans
3 Institut Scientifiqgue et Technique des Péches Maritimes

4 REMI
REPHY
RESCO

S ARCHYD

6 DCE: Directrice Cadre sur I'Eau (2000/60/CE). Elle établit un cadre pour une politique globale
communautaire dans le domaine de I'eau. C'est I'élément majeur de la réglementation européenne
concernant la protection des ressources en eau douces, saumatres ou salées, superficielles ou
souterraines, de « transition » et cotieres.

7 NF T90-2010 version 2009 - Protocole d’évaluation initiale des performances d’une méthode dans un
laboratoire ».

8 NF V03-110 version 2010 - Protocole de caractérisation en vue de la validation d'une méthode
d'analyse quantitative par construction du profil d'exactitude
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1. Introduction

La chlorophyllea, principal pigment photosynthétique des plantesugbsée comme
indicateur de la biomasse phytoplanctonique etréigoarmi les éléments de qualité
biologique retenus pour la classification de I'éablogique des masses d’eau littorales
dans le contexte de la Directive Cadre sur I'EaGFIp.

La méthode préconisée pour le dosage de chlorgxéagh milieu marin a été élaborée
par Yentsh et Menzel (1963) et a été décrite pamHdansenret al (1965) et Strickland
et Parsons (1972). Elle utilise les propriétés tspscopiques des pigments
chlorophylliens, c’est a dire leur capacité a émetine fluorescence rouge lorsqu'ils
sont excités par de la lumiere bleue ou ultra-tieldl est donc possible de doser la
chlorophyllea a I'aide d’un fluorimetre équipé d'un filtre d'é@ation bleu (446-500nm)
et d'un filtre d'émission rouge (> 665nm).

Cette méthode qui fait 'objet d’'un protocole dé&fiest utilisée depuis plusieurs années
au laboratoire. Dans le cadre de la démarche Qudlit laboratoire, le LER/AR a
souhaité évaluer les performances de la méthoestiater le niveau d’incertitude sur le
résultat.

1.1. Les principales chlorophylles du phytoplancton

Le phytoplancton est constitué de microalgues timplastes (organites cellulaires qui
sont le sieége de la photosynthéese) contiennenpidesents photosynthétiques, dont les
principaux sont les chlorophylles.

Toutes ces microalgues contiennent de la chlortplayltandis que certains groupes
possédent également de la chlorophylle b ou ¢ éBabl).

Tableau 1: Composition en chlorophylle en fonction du groupe microalgal

Groupe microalgal Type(s) de chlorophylle(s)

Algues bleu-vertes (Cyanobactéries) Chlorophylle a

Algues vertes : Chlorophytes (Chlorophycées,

Euglenophycées, Prasinophycées) Chlorophylle a et b

Algues brunes : Chromophytes (Dinophycées =
Dinoflagellés, Cryptophycées, Bacillariophycées = Chlorophylle a et ¢
diatomées,..)

Algues rouges Chlorophylle a

Dans les eaux cétieres étudiées par le LER d’Amacke phytoplancton observé est
principalement composé d’algues brunes (dinoflégest diatomées) et d’algues vertes.

1.2. La structure des chlorophylles a,b,c

Les structures des chlorophylles présentées damsglae 1 se caractérisent par un
noyau tétrapyrrolique ou chlorine, complexant un magnésium par deux liaisons
ioniques et deux liaisons de coordination.

Dans le cas des chlorophylla®tb, le cycle tétrapyrrolique est substitué par uredroh
terpénique ou phytol, constituée de vingt atomescddone. Les structures des
chlorophyllesa et b sont quasiment identiques a I'exception d’'une fiomcaldéhyde
située sur la chlorine pour la chlorophyile
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Chlorophylle a Chlorophylle b Chlorophylle cletc2
Figure 1: Les différentes structures des chlorophylles a,b,c

1.3. Les principaux produits de deégradation des
chlorophylles
Les principaux produits de dégradation des chloylbgd sont la phéophytine, la

phéophorbide et la chlorophyllide. La phéophytihéaegphéophorbide sont regroupées
sous le nom de phéopigments.

Les trois principales formes dégradées de la cphyite a sont présentées
Figure 2, ainsi que leurs longueurs d’onde d’absampmaximum.

En milieu acide (pH 2.6-2.8), le macrocycle tétyeote de la chlorophyll@ est protoné
et I'ion magnésium est libéré pour former la phéoiple a. La chlorophyllidea est
obtenue par hydrolyse enzymatique du groupementoplet est transformée en
phéophorbide en milieu acide.

Il est important de noter que la chlorophydleet la chlorophyllidea présentent leur
maximum d’absorbance a la méme longueur d’ondesiAdens le cadre de la méthode
fluorimétrique non séparative, la chlorophyledosée est en réalité un mélange de
chlorophyllea et de chlorophyllide.

Chlorophyll a

Abs,..,=436 nm

maEy

heat/acid enzymatic

Mg®* phytal

heat/acid
Pheophytin a Chlorophyllide &  Pheophorbide a
Abs,...,=409 nm Abs,..,=436 nm Abs,..,=409 nm

Figure 2 : Schéma représentant la dégradation de la chlorophylle a (Karolina Ostbring et al (2014))
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1.4. Méthode appliquée au laboratoire

1.4.1. Protocole

Conformément aux recommandations d’ AQUAREEde la DCE le laboratoire utilise
le protocole décrit dans Aminot et Kérouel (200ddir le dosage de la chlorophydlen
milieu marin. Ce protocole est composé de 4 étgpesont du prélevement a I'analyse
(Figure 3) :

Prélévements

l

| Echantillonnage |

| Extraction |

| Analyse par fluorimétrie |

Figure 3 : Les principales étapes du protocole pour le dosage de la chlorophylle a en milieu marin

Etape 1 —Prélevement. L'échantillon d'eau de meprdevé a l'aide d'une bouteille
Niskin et stocké au frais et a I'abri de la lumigisgu'au retour au laboratoire.

Etape 2 — Echantillonnage. Au laboratoire, apréadgénéisation du prélévement, une
prise d'essai de 100 ml est filtrée sur un filteepabrosité 0,7 um, afin de récupérer le
phytoplancton présent. Le filtre est ensuite soilgsé directement soit stocké au
congélateur (-25°C) (au maximum pendant un mois)y pme détermination ultérieure

de la chlorophylle.

Etape 3 — Extraction. L'extraction de la chloropdytontenue dans les cellules est
réalisée manuellement en triturant le filtre ad&aid’'une spatule dans 10 ml d’acétone a
90%. L'extraction se poursuit une nuit au réfriggwa Le lendemain, les échantillons

sont centrifugés a 3500 tr/min pendant 10 minutes.

Etape 4 - Analyse : Le surnageant de I'essai éxésti transféré dans un tube a essai
pour analyse. Conformément au protocole d’Amindetouel (2004) une lecture de la
fluorimétrie est réalisée avant et aprés aciditica(ajout de 70 pl d'HCI 0.3M) afin
d’appliquer I'équation d’Holm-Hansesat al (1965).

1.4.2. Dosage de la chlorophylle a par fluorimétrie

Le dosage de la chlorophyléepar fluorimétrie repose sur les équations propopées
Holm-Hanseret al (1965)(équations 1 et 2). Cette méthode apporte uneatamnepour

la présence des phéopigmeantsjui absorbent a une longueur d’onde voisine de la
chlorophyllea mais avec un coefficient d’extinction molaire beawp plus faible. Les
fluorescences sont mesurées avant et apres aaidific L'acidification dégrade la
chlorophylle en phéopigments par élimination den’imagnésium. La chute de
fluorescence qui en résulte permet de calculerolacentration en chlorophylla

9 AQUAREF : laboratoire national de référence pour la surveillance des milieux aquatiques, -
http://www.aquaref.fr/accueil
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([Chla]) et les concentrations en phéopigmen{fpheéopigmeni$ (Aminot et Kérouel
20049).

Dans les équations de Holm-Hansgral (1965),k est le coefficient d’étalonnagemi
est le rapport moyen des fluorescences aval) et apres acidification) obtenu
pour les étalons de chlorophybepur lors de I'étalonnag@&/ie correspond au volume
d’eau filtré etVexwrait au volume d’acétone a 90% ajouté lors de I'étaprtichction.

[F ) KV% H o

[phéopigmes] = kxR x| 1- LFj_l [(Vﬂﬂ @

[Chla]l =kx Rma>< X

(R —1)
Rﬂax _1

1.4.2.1. Détermination du coefficient d’étalonnage

Le coefficient d’étalonnagk est déterminé expérimentalement a partir de stdadie
chlorophyllea.

Méthode 1

La méthode classique consiste a tracer la dFéfte= f{Chlastaior] & partir de standards
de chlorophyllea couvrant le domaine d’application de la méthode. doefficient
directeur de la droite ainsi obtenu correspond &kjuation 3). Cette méthode nécessite
de travailler dans le domaine de linéarité de |éhocke.

Flna — [C h Isétalon] (3)

étalon™

Méthode 2

La méthode proposée par le logiciel d&rner Designautilisé au laboratoire consiste a
segmenter le domaine de travail en plusieurs daesadiétalonnage. Un coefficient
d’étalonnage, k, est déterminé entre chaque é&ltmrésultat fourni par le logiciel est
exprimé directement en équivalent de chlorophglle

Un exemple de calcul appliqué est présenté ci-diss@eigure 4). Sur cette courbe sont
représentées les valeurs de fluorescence mesurgestia d'un blanc et de cing
concentrations connues de chlorophylle. Cing setgradroite unissent ces points. La
concentration en chlorophylle d'un échantillon préant une fluorescence
correspondant sur la figure au segment 3 seraléalan utilisant la pente de la droite
(segment 3) entre les points 2 et 3.
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pt.4

pt.3

pt.2 k3

Fluoresence mesurée

0 100 200 300 400 500 600

Concentration des standards

Figure 4 : Méthode d’étalonnage proposé par Turner Designs

L’équation (4) suivante est alors appliquée pdodgciel pour calculer la concentration
de cet échantillon.

[ConC] = (FS - Fétalore) * k3 +[Ch|aétalor2] (4)

Avec :

Fs: fluoresence de I'échantillon

Fetaonz2: fluorescence du standard 2

ks : pente de la droite entre les points 2et 3

[Chlaetaon-2] : concentration du standard en pg/L

[Conc.] : concentration de I'échantillon en équivalent deootpbhyllea en pg/L

Afin d’intégrer directement les informations en centration données par le
fluorimetre, les équations (1) et (2) sont réarémsgpour donner les équations (5) et (6),
avec C?@la concentration non acidifiee en équivalente drophylle a et C la
concentration acidifiée en équivalent de chlorolghgl Dans ce cas,fRx est le rapport
des concentrations non acidifiées et des concenmtsaacidifiées.

[chid =R, x w XKVM% mﬂ ©)

(Ree—1)

[phéopigmes) = R, x| 1- L&l)_l x{(vem%ﬁméﬂ ©)

Roax—1

1.4.2.2. Détermination de la concentration des solutions étalons préparées
au laboratoire

Les solutions standard de chlorophwyleertifiées n’étant pas disponibles, des solutions
standards « maison » sont préparées. Une soluéoe de chlorophylla est préparée a
partir de chlorophyllea commerciale $igma Aldrich,Spinach C5753) et est ensuite
diluée afin d’obtenir des standards a différentegentrations.
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La concentration de la solution mere préparée éwdrichinée par spectrophotométrie
monochromatique en appliquant la loi de Beer-Lambeile coefficient d’absorption
spécifique de 87.67 L.mdlcm! déterminée par Jeffrey et Humphrey (1975), (équati
7). Pour plus de détails sur le mode opératoirgyeart se reporter a 'annexe 4.

A=gx|Ix[Chla] (7)

¢=87.7 L.gt.cm?!
| = longueur de la cuve
[chla] = concentration de la chlorophylle a en pg/L

Contrairement a la fluorimétrie, la spectrophotameétst une méthode directe qui ne
nécessite pas d'étalonnage. On notera que le kalireran'utilise pas cette technique
pour le dosage de la chlorophylleen milieu marin car elle est moins sensible que la
fluorimétrie et exigerait la filtration d'un voluntkeau beaucoup plus important.

1.5. Domaine d’application

La méthode mise en place au laboratoire permet aterddes concentrations en
chlorophylle a dans I'eau de mer comprises entre 0,35 Pig.let 9,0 pg.tk. Les
concentrations généralement mesurées par le lamerae situent autour de 2 pg.L

Considérant le domaine d’application de la méthetdes volumes de filtration de 100
mL et d'extraction de 10 mL (cf 8§ 1.4.1), la gammde travaille suivante a été
développée au laboratoire pour doser la chloroplayléxtraite dans I'acétone a 90%
Cette gamme est composée de 5 points de gammeietdea3,5 pg.t a 90 pg.tt

(Tableau 2).
Tableau 2 : Gamme de travail pour le dosage de la chlorophylle a dans I’acétone 90% en fluorimétrie
Point 1 | Point 2 | Point 3 | Point 4 | Point 5
[ chla] pg.L-'acétone 20%
35 | 10 | 20 | 45 | 90
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2. Evaluation des performances de la méthode
selon les normes NF T90-210: 2009 et NF V03-
110 : 2010

Dans le cadre des méthodes d’analyses physico-giémappliquées au domaine de
I'eau, la norme NF T90-210 (2009st fortement recommandée pour I'évaluation
initiale des performances d'une méthode. Ce pri¢opgermet de caractériser, dans des
conditions de fidélité intermédiaire, la fonctioiétdlonnage, la limite de quantification,
l'influence de I'étape de préparation des échamtdl et I'exactitude de la méthode sur
des échantillons associés a une valeur de référence

Le laboratoire a fait le choix de suivre ces rec@ndations pour I'étude de la fonction
de réponse, la limite de quantification et l'infhoe de I'étape de préparation des
échantillons. Pour I'étude de I'exactitude le ladoire a fait le choix de suivre la
proposition de la SFSTP 2003-209Q6reprise dans le cadre des agroalimentaires NF
V03-010 : 2018 La stratégie de la SFSTP consiste a construireutih de décision
graphigue simple appelé « profil d’exactitude »t Getil repose sur l'utilisation d’un
intervalle de tolérance de tygd&acceptation comme meéthodologie statistique. Elle
permet d’obtenir un outil de diagnostic simple ethaque niveau de concentration. De
plus cette approche permet une bonne estimatidindertitude de mesure en utilisant
les données de validation sans avoir recours axjgxiences supplémentaires.

2.1. Etude de la fonction d’étalonnage (Plan A de | a
norme NF T90-210 (2009))

La norme NF T90-210 (2009)propose deux outils permettant d’évaluer la famcti
d’étalonnage :

« Comparaison entre les biais observés et lessataximum acceptables,
» Adéquation entre I'erreur du modele mathématefuéerreur expérimentale.

Les deux démarches sont complémentaires; elles basées sur I'étude des
concentrations prédites inversesComme représenté

Figure 5, les concentrations prédites inversés, sont les valeurs recalculées de
% obtenues a partir de I'équation du modéle |, pdwarcane des valeurs de (réponse
instrumentale).

Réponse Y

-

Concentration X

Figure 5 : Décomposition des écarts entre la concentration prédite inverse et la concentration vraie

10 SFESTP : Société Francaise des Sciences et Techniques Pharmaceutiques) - http://www.sfstp.org/
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* Approche par les écarts maximum acceptables

Il s’agit ici de vérifier que les écarts relatifistes les concentrations prédites invefses
et les valeurs vraié€gs sont acceptables par rapport a un EMA d’étalonrfagepar
'expérimentateur. Pour ce faire un biai§) (relatif est calculé a chaque niveau
(équation 7).

X;

5, =1oom(—x“ _X”} @

ij
Par cette approche, une interprétation graphiqueerésultats est réalisée. Les biais
relatifs en fonction des niveaux de concentrationt oortés sur un graphique. Si
'ensemble des n biais est inférieur a I'écart maxn acceptable correspondant, alors
la fonction d’étalonnage est considérée acceptiis le domaine étudié.

» Approche statistique globale : analyse des varianse

Il s’agit de vérifier 'adéquation entre l'erreuxperimentale et I'erreur du modéle
mathématique appliqué. Les variances de l'erreypéementale ne doivent pas étre
significativement différentes des variances derdier du modéle. Pour ce faire, le test
d’égalité des variances de Fisher-Snedecor esudaosa seuil de confiance de 99 %.

Conduite des calculs :

Comme présentée a la

Figurees, I'erreur totale peut étre estimée par la somne arés des écarts (S&E
entre les valeurs retrouvégset les valeurs vraies.

La somme des carrés des écarts, §e décompose en la somme des carrés des écarts
de l'erreur expérimentale (SG§) et de I'erreur du modele mathématique (S6E
La SCExp correspond aux écarts entre les valeurs retrowlegs et la valeur moyenne

retrouvée der correspondante. La S@B correspond aux écarts entre les valeurs
vraies dex; et la valeur moyenne retrouvee ﬂecorrespondante.

SCEtt = SCEexp + SCEmod

ek

>3

Réponse Y

Erreur expérimentale

Erreur du modéle

Concentration X

Figure 6: Décomposition de la variance totale en ses deux composantes (variance de I’erreur
expérimentale et de I’erreur du modéle)
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Les variances de I'erreur du modele et de I'erexgpérimentale sont ensuite calculées
comme suit; avec p, le nombre de niveaux de cdrat@n et n, le nombre de
répétitions par niveau :

Variance de I'erreur du modeles? = 5CEg ®)

SCE,,

Variance de I'erreur expérimentales? = (n-1)
pn-=

©)

Le test d’égalité de variance selon le critére idbdf-Snedecor est ensuite réalisé :

Sno
Cmod = gx: (10)

Si Gnodest inférieur a la valeur de la table de Fisherd8oer pour p et p(n-1) degrés de
liberté, au seuil de confiance de 99%, alors liarredu modéle n'est pas
significativement différente de I'erreur expérimaetet le modele est accepte.

2.1.1. Organisation du plan de I'étude

Afin d’effectuer ces tests, le plan d’étude suivesitconduit :

Six gammes d’étalonnage sont préparées dans ddgions de fidélité intermédiaire
(jour différent) a partir de standards « maisdpréparée a partir d@pinach- C5753 de
Sigma). Les 5 niveaux de concentrations de la gauiigtalonnage sont étudiés et la
mesure de fluorimétrie est répétée 3 fois pour wbaghantillon. (Tableau .3)

Tableau 3: Organisation du plan d'étude de la droite d'étalonnage

Niveau 1 Niveau 2 Niveau 3 Niveau 4 Niveau 5

#3.5 yg.L! #10 Pg.L-! #20 pg.L-! #45 Pg.L! #90 hg.L!
Série 1 (jour 1) 3 répétitions 3 répétitions 3 répétitions 3 répétitions 3 répétitions
Série 2 (jour 2) 3 répétitions 3 répétitions 3 répétitions 3 répétitions 3 répétitions
Série 3 (jour 3) 3 répétitions 3 répétitions 3 répétitions 3 répétitions 3 répétitions
Série 4 (jour 4) 3 répétitions 3 répétitions 3 répétitions 3 répétitions 3 répétitions
Série 5 (jour 5) 3 répétitions 3 répétitions 3 répétitions 3 répétitions 3 répétitions
Série 6 (jour 6) 3 répétitions 3 répétitions 3 répétitions 3 répétitions 3 répétitions

2.1.2. Résultats et commentaires

Dans le cadre de cette étude, certains choix énéatisés :

- Les données des séries sont réalignées par tapf@omoyenne des valeurs par niveau
selon I'équation proposée par Feinberg (2009). Plug de détails, on peut se reporter
a ’Annexe 5.
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- Le test de GrubBsest appliqué afin de détecter un résultat singyemr un méme
niveau et ’homogénéité des variances est vérdideavers le test de CochtanlLes
résultats de ces tests sont présentés en Anne&eut le test de Cochran a permis de
mettre en évidence une valeur dite « aberrantette @aleur a été exclue de I'étude.

- Les EMA sont fixés a 5 % par convention.

La Figure 7 présente la répartition des résiduforation des niveaux par rapport aux
EMA d'étalonnage. On observe une forte dispersi@s désultats par niveau, a
I'exception de la plus forte concentration (88 pf.LDe plus, on constate que les
concentrations prédites inverses ne sont pas dariSMA fixés, pour les niveaux de 3,5
a 11 pg.tk Enfin, il apparait que les concentrations retémsvne sont pas correctement
centrées pour I'ensemble des niveaux, a I'exceptiopoint a 88 pug.L

Répartition des résidus en % en fonction des niveaux par rapport aux EMA étalonnage définies
par le laboratoire.

10,0% 4

X
X%
X

- X * P
g
£ X
g * ¥ &
E %
g 00 P T ¥ . i
z 10 20 0 40 50 50 70 a0 90 100
3
3
[

Concentration thécrique (pgiL)

-10,0% -

= EMA étalonnage fixé

Figure 7 : Répartition des résidus (%) en fonction des niveaux par rapport aux EMA étalonnage—
fonction d’étalonnage Y= 1/k *[Chla]

Le test de Fisher-Snedecor conduit sur le jeu deéles est présenté dans le Tableau 4.
Ces résultats indiquent quendaest supérieur a Ftab pour 5 et 25 degrés de liarté
risque d’erreur. égale a 1%. En conséquence, on peut conclure guat@ances sont
significativement différentes, c’est a dire querkair du modéle n’explique pas I'erreur
expérimentale et donc que le modele n'est paséalidsens de Fisher-Snedecor.

Tableau 4 : Test d'adéquation a la fonction d'étalonnage Fna= (1/k)*[Chla] - Test de Fisher —=Snedecor

Source des variations (SSOCn:ETe des carrés Degrés de liberté | Variance estimée (S2) | Cmod Frabule ; 0=1%
Erreur due au modéle 8,159461131 5 1,631892226 10,25054498 3,8549
Erreur expérimentale 3,98001333 25 0,159200533

Totale 13,14079407 30

Au vu de ces deux tests, il apparait que le modétpté n'est pas acceptable pour le
domaine de travail étudié. En conséquence, posuita de notre étude, il a été décidé
de segmenter le domaine de travail en cinq domaliéalonnage et d’utiliser pour la
calibration du fluorimétre la méthode 2 décriteslnchapitre 1.4.2.1.

11 NF 1SO 5725-2 version 1994 - Application de la statistique - Exactitude (justesse et fidélité) des
résultats et méthodes de mesure - Partie 2 : méthode de base pour la détermination de la répétabilité
et de la reproductibilité d'une méthode de mesure normalisée
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I Evaluation des performances de la méthode selon les normes NF T90-210 : 2009 et NF V03-110 : 2010

2.2. Etude de la limite de quantification présuppos ée
(Plan B selon la norme NF T90 210 : 2009)

Plusieurs méthodes d’estimation existent pour @vala capacité de quantification
d’'une méthode. Le guide de I'lGHen propose deux, basées sur des mesures du rapport
« signal sur bruit » ou de données d’étalonnagatefois, notre étude ne s’intéresse pas

a la capacité de quantification réelle de la méthathis cherche a valider une LQ
présupposeée.

Pour ce faire, une étude d’exactitude est condaten le principe décrit dans la norme
ISO 5725-2 et reprise dans la norme NF T90-210 (2008pn but est de démontrer
que le biais éventuel (erreur systématique) suédaltat est acceptable compte tenu des
spécifications du dosage et de la variabilité depense (erreur aléatoire).

Cette vérification de I'exactitude est basée sardeux inégalités ci-dessous, a partir
d'un EMA préalablement défini par I'expérimentate@i au moins une des deux
inégalités n’est pas vérifiée, alors I'exactituder $échantillon analysé n’est pas
vérifiée. La limite de quantification présupposéeaeterminée et comparée par rapport
a un EMA de 60% (fixé par convention).

o -20S,>LQ-60%60LQ (L)
0 +20S, >LQ+6060LQ (12

Avec ZLQ : concentration moyenne calculée

NI N

Avec SLQ : écart type de fidélité intermédiaire calculée

L'écart type de fidélité intermédiaire de la L@;, est calculé a partir des variances
inter sériesS; et de la variance de la répétitivigd

SEQ = V SEZ3 + Srt—:‘pet2 (13)

Dans le cas d’'un plan équilibré (méme nombre dewal par série), la variance de
répétitivité se résume en une simple moyenne desnegs ; avec n: nombre de
répétions ets’ : variance de la serie

Zn](sz)

SZ — i=1 (14)
n

repet —

La variance inter série est obtenue par différaamtee la variance des moyennes et la
contribution des variances de répétitivité seléquiation suivante ; aveﬁ(zi) variance

des moyenne et r : nombre de valeurs par série
2

Si= S(Z)—% 15

12 |cH : International Conférence on Harmonization http://www.ich.org/home.html

13 NF 1SO 5725-2 version 1994 - Application de la statistique - Exactitude (justesse et fidélité)
des résultats et méthodes de mesure - Partie 2 : méthode de base pour la détermination de
la répétabilité et de la reproductibilité d'une méthode de mesure normalisée
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Remarque : Dans le cas ou la variance de moyenmpdussfaible que la contribution de
la répétitivité, alors la variance inter sér#, est arbitrairement fixée a zéro.
2

—\ S
S = S(Zi )—%"et <0 alors S = 2 1e)

Srepet

2.2.1. Limite de quantification présupposée choisie

Il n'existe aucune donnée bibliographique sur Haitk de quantification (LQ) de la
méthode. Seul l'avis du 27 octobre 204 Irelatif aux limites de quantification de
'agrément des laboratoires effectuant des analylass le domaine des milieux
aquatiques, fait état d’'une valeur de 0,5 ffg.L

Pour notre étude, nous choisissons de valider {eptésupposée de 0,5 pg.te
chlorophylle a dans l'acétone 90% soit, pour un volume filtré H80 mL, une
concentration dans le milieu marin de 0,05 pig.L

2.2.2. Organisation des essais

Afin d’effectuer le test d’exactitude sur la LQ,d&an d’étude suivant est conduit :

Cing échantillons sont constitués a partir de smhst d’acétone a 90% dopées a la
concentration cible de 0,5 ugide chlorophyllea. La solution de chlorophylle est
préparée a partir d'une source de chlorophglleommerciale $pinach -C5753 de
Sigma)différente de celle utilisée pour I'étalonnage.

Ces solutions ainsi préparées sont analysées dass cdnditions de fidélité
intermédiaire ; a savoir des jours différents aipdfétalonnages indépendants avec 3
mesures de fluorimétrie par analyse (Tableau 5).

Tableau 5 : Tableau représentant le protocole expérimental permettant I'étude de la limite de
quantification.

Série 1 Série 2 Série 3 Série 4 Série 5 Série 6
(Jour 1) (Jour 2) (Jour 3) (jour 4) (Jour 5) (Jour 5)
Limite de
quantification e e e e e e
fixée & 0.5 Pg.L- 3 répétitions 3 répétitions 3 répétitions 3 répétitions 3 répétitions | 3 répétitions
1

2.2.3. Résultats et conclusion :

Dans le cadre de cette étude, certains choix enéatisés :

- Les données des séries ont été réalignées pportap la valeur moyenne cible
recalculée de 0,4 pglielon I'équation proposée par Feinberg (2009) (Aars.

14 Arrété du 27 octobre 2011 portant modalités d'agrément des laboratoires effectuant des analyses dans
le domaine de l'eau et des milieux aquatiques au titre du code de I'environnement-
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La concentration cible recalculée est légeremeiérigure a la concentration visée de
0.5 pg.LL Cette différence est due aux incertitudes liéés gréparation des solutions
et notamment aux difficultés du pipetage de I'agétpar micropipette.

- Par le test de Grubbsaucun résultat singulier n’a détecté. Le test deh@m'’a mis
en évidence une non homogénéité des variancesn@ameles valeurs de variances
étant extrémement faibles, on considerera le jeda®ées satisfaisant pour notre
étude. Les résultats de ces tests sont présenfamene 9.

Les difféerents parametres d’exactitude de la lindiéequantification présupposée sont
présentés en annexe 8.

Une représentation graphique des résultats pdimite de quantification est présentée
Figure 8.

Vérification d'une LQ présupposée pour Chla par rapporta +/- 60%*LQ
0,71 -
-------------------------------------------------------------- LO+60%*L
0,61 - greorio

0,51 4

0,41

LQ {(ymoliL)
Rl
[5)
— &

0,31 4

0,21
-------------------------------------------------------------- LO-60%*LQ
0,11

0,01

Figure 8 : Graphique représentant la validation de la limite de quantification présupposée par rapport
a+/- 60%

On constate que les inegalités, + 2s, se situent bien dans lintervalle défini de

[LQ + 60%] -
L'exactitude de la limite de quantification présoppe de 0,4 pgiest donc vérifiée et
par voie de conséquence celle de 0.5 figiposée par le texte réglementaire de 2611

2.3. Etude de rendements (Plan C selon la norme NF
T90 210 : 2009)

L’étape d’extraction peut apporter un biais qualf considérer. Le biais peut provenir
du rendement d’extraction et de lastabilité de chlorophyllea lors de [I'étape
d’extraction.

Dans notre cas, seule la stabilité de la chlordphylpeut-étre étudiée. En effet le
rendement d’extraction de la méthode ne peut &akié car il n'existe pas de standard
phytoplanctonique de concentration en chloropr/l@nnue.

Pour ce faire, un test d’exactitude est conduite da&s standards de chlorophyhe
subissant I'étape d’extraction en présence defiltes calculs statistiques mis en ceuvre
pour cette étude sont ceux décrits au 82.2; learmedt moyen et les écarts de type de
fidélité intermédiaires Ssont calculés.
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2.3.1. Organisation des essais

Afin d’effectuer le test d’exactitude, le plan dide suivant est conduit :

Des solutions d’essais de chlorophydleissues d’'une méme préparation sont extraites
comme décrit au 81.4. Les solutions des essaispséparées a partir de chlorophydle
commerciale pure. Deux niveaux de concentrations émdiés : 20 et 80 pgiLPour
chaque niveau de concentration, 5 extractionsg®gsont réalisées et analysées 3 fois
(répétitions). Pour cette étude la condition deélfid intermédiaire choisie est
I'extraction de I'’échantillon.

Les concentrations des solutions de chlorophgleont déterminées avant extraction
(TO) par fluorimétrie sur 5 répliquats analysésjder de I'étude. Trois mesures de
fluorimétrie sont réalisées sur chaque répliquat.

L’organisation des essais est présentée dans ledtab.

Tableau 6 : Organisation des essais permettant de calculer le rendement de la méthode

Concentration cible & 20 pg.L-! Concentration cible & 80ug.L-!
Analyse au fluorimétre T=0 5 répliquats (filtration + extraction), 3 5’ rt’ePI.iqucﬂs (filtration + extraction), 3
répétitions répeétitions
Analyse au fluorimétre 5 répliquats (filtration + extraction), 3 5’ rt’e|?l.iqucﬂs (filtration + extraction), 3
aprés extraction répétitions repetitions

2.3.2. Résultats et commentaires

Le tableau 7 présente les résultats qui permeteemlcul final du rendement. La
variance et I'écart type de fidélité intermédiasent ainsi calculés. Les calculs

intermédiaires sont présentés en Annexe 10
Tableau 7 : Paramétres d’exactitude pour chaque ajout

Ajout 19.84 pg/L 73.17 Yg/L (CVsri :1.26%)
(CVsr : 5.07%)
Nombre de séries n 5 5
Nombre de répétitions par séries : r 2 2
Variance de répétabilité : Srepet? 0.103398997 75.91
Variance des moyennes : 42)2 7.28463E-05 0.23
Variance inter série : sg?2 0.103374714 0.00
Variance de fidélité intermédiaire : sri? 0.321632649 0.2257
Rendement moyen en % : ﬁ 0.016211247 0.4754
Ecart type de fidélité intermédiaire : s 104.87% 103.74 %
CV de fidélité intermédiaire : CVsk 1.62% 0.63%

Un recouvrement de 104-105 % est observé pourdas doncentrations testées avec
des C\4 respectifs de 1,62% et 0,63%.

Le rendement des différentes extractions indigué gy a aucune perte significative
lors de I'extraction sur filtre.
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2.4. Etude des interférences

La méthode est sujette a des interférences dites spécifiqgues, c'est a dire des
interférences liées a la présence d’'un composé&u@ift de I'analyte) qui produit un
signal y compris en absence de I'analyte.

Ces interférences sont dues au zooplancton racaugilles filtres et aux chlorophyllés
et c présentes dans les microalgpiegoplanctoniques

Dans le cas du zooplancton, il peut étre éliminéhusliement, lors de I'étape de

filtration.

Dans le cas des chlorophylleset ¢ la situation est plus délicate. En effet, comme
présenté au 82.1, les chlorophylles ont des longueilondes trés proches. Leur

présence joue sur la justesse du calcul appliqué gtermination de la concentration

en chlorophyllea.

Il a été démontré que la concentration en chlortplayest sous-estimée en présence de
chlorophylle b et surestimée en présence de chlorophyglleEn effet, lors de
I'acidification, la chlorophylleb est convertie en phéophytire laquelle est dosée
comme étant de la phéophytiaeétant donné le chevauchement des spectres diémiss
des phéophytinea et b (Figure 9). La présence de chlorophytleentraine I'effet
inverse, c'est-a-dire une surestimation de la dpbylle a. En effet, les spectres des
chlorophyllesa et ¢ se chevauchent alors que les pheophytmet ¢ sont séparées
(Figure 9).

La Figure 9 présente les spectres d’excitationéhigsion des chlorophylles b etc,
ainsi que ceux des phéophytines correspondantssspgetres ont été normalisés a une
unité.

Fluorescence Rasponse {relative)

Q T T
350 400 450 500 550 600
Wavelength {nm}

B)
Pheo b Pheoa %)

T Pheo c2
N,

Fluorescence Response (relative)

AR e
380 400 450 500 550 600 €S0 700 750
Wavelength (nm)

Figure 9 : Spectre d'absorption des chlorophylles et de leurs produits principaux de dégradation
(Welschmeyer, 1994)

D’apres les travaux d’Arar (1994), la méthode flotrique par acidification peut
sous-estimer jusqu’a 19 % de la concentration dinlarophyllea lorsque le ratio Chl
a: Chl b estde 1: 1et que la concentrationdaraphyllea est de 180 pg/l. Il est
important de noter que ces résultats sont obteresdes standards de chlorophylle a et
b et que le ratio 1 : 1 est le maximum pouvant #tnevé en milieu naturel.
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Aminot et Kérouel (2004) recommandent une utilmatde la méthode fluorimétrique
par acidification pour un ratio chlorophylle a/lbéneur a 0,4.

Au vu de ces informations, il apparait essentielcd@naitre la composition de la
communauté algale du milieu étudié afin d’estinaguktesse de la méthode utilisée.

Dans le cas des eaux analysées par le LER d’Arcadé® especes phytoplanctoniques
dominantes sont deatoméegcaractérisées par la présence de chlorophglis) et
deschlorophycéeqcaractérisées par la présence de chlorophgllesb). Dans notre
cas, la présence simultanée de chlorophyllet c permet un effet d’annulation des
interférences. De plus des travaux non publiés adept, pour les échantillons

provenant du bassin d’Arcachon, des ratios CHChI:b et Chl a : Chl b bien inférieurs
a0,4.

En conséquence la méthode de dosage de la chltlephyar fluorimétrie est adaptée
au milieu étudié par le LER d’Arcachon.

2.5. Evaluation de I'exactitude (justesse et fidéli  t€) de la
méthode

Le profil d’exactitude décrit dans la norme NF VOB3 (20105 reprend les
informations de justesse et de fidélité obtenuehague niveau de concentration. Il
permet de déterminer les limites de tolérance hetub@sse, soit I'intervalle de tolérance
censé contenir une proportion attendue des futoessires.

Un exemple de représentation graphique du pradkaititude est présente
Figureio.

140 % —O— Taux de récupération moyen Limite de tolérance basse
— | jmite de tolérance haute ~  -———- Limite d'acceptabilité basse

— — — Limite d'acceptabilité haute
130 % ~

120 % 4

110 %

100 %

Récupération (%)

90 % -

80 % -

70 % -

60 % - -

Concentration

Figure 10: Exemple d'un profil d’exactitude 8

La concentration théorique des niveaux (soit lelewra de référence assignées aux
niveaux) est reportée sur I'axe des abscisses.

Les limites relatives de l'intervalle de tolérar(t€) délimitant l'intervalle dans lequel
se trouve en moyenne une proportion connue, mhtéde futures mesures, sont
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représentées sur 'axe des ordonnées et sont egsien pourcentage de recouvrement.
Cette limite de tolérance combine les paramétrgasiesse et de biais.

Est également représentée sur I'axe des ordoneée%y de recouvrement, la limite
d’acceptabilité servant a chiffrer les objectifslaenéthode.

Les limites relatives de l'intervalle de tolérar(tE) sont calculées de la fagcon suivante
pour chaque niveau de concentration étudie ; swve@cart type de l'Intervalle de

tolérance, k., facteur de couverture de l'intervalle de tolémnet Z la concentration
moyenne retrouvée

L}%XS'T x100 (17) limite de tolérance basse relative

7 + X

Zk'—;S“T x100 (@9 limite de tolérance haute relative
X

La concentration moyenne retrouvée est calculéammsuit

225
=== _1| ;]:J (19)

NIl

L'intervalle de tolérances, et le facteur de couverture,sont calculés a partir des
équations ci-dessous, selon la méthodologie prepgs Mee (1984). Dans ces
formules, | désigne le nombre de séries, J le nerdbrrépétitions &t , I'écart type de
fidélité intermédiaire.

L’écart-type de lintervalle de toléranag est calculé selon I'équation (20) :

1
Sreslt g @0
Avec B = ﬂ 21
\/JxQ +1

. . : . sh
Et Q le rapport des variances inter et intra série= 8—2 (22

r

Le facteur de couverture de lintervalle de tol@arvaut k, =t avect ., le

sl p B
2

2

quantile de la distribution t de Student pour lababilité (1+'6% et de degrés de
libertév .

Le nombre de degrés de liberté est calculé selpptoximation Satterthwaite. Il est
pondéré par le rapport des variances et permeadeite I'importance relative de I'effet
Série par rapport a la répétabilité.
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(Q+1)° 23

1
(Q +Jj 1—1
+ J
-1 1J

V=

Remarque : la pondération apportée par le rappa@$ dariances augmente lorsque que
le rapport Q <1. Inversement, elle diminue lorsdeeapport Q augmente, le degré de
liberté est alors plus petit et donc I'intervalle tblérance est large.

Le taux de recouvrement moyen par niveau est éabrlbn I'équation (24)
RY% = 24)

Avec Z la moyenne des concentrations prédites inversgdaevaleur de référence

2.5.1. Evaluation de l'exactitude de la méthode d’analyse
sans I'étape d’extraction

Dans un premier temps, nous nous sommes intérasseméthode seule sans I'étape
d’extraction. Le profil d’exactitude est établi arpr de standards « maison » préparés a
partir de matériaux de référence.

25.1.1. Organisation des essais :
Pour réaliser cette étude le plan suivant est dondu

La gamme de travail, composée des 5 niveaux deeotnation, est analysée dans des
conditions de fidélité intermédiaires ; a savoiisésies journaliéres et 3 répétitions par
niveau. Les répétitions correspondent a trois nessen fluorimétrie. Pour chaque série,
un nouvel étalonnage du fluorimeétre est effectué.

Les solutions standards utilisées pour ces essaisrgalisées a partir d’'une source
commerciale de chlorophylle difféerente de celle utilisée pour I'étalonnage du
fluorimétre @Anacystis nidulans algaC6144 de Sigma)

Dans le tableau 9 est présentée une synthesemdel&tude.

Tableau 8 : organisation des essais pour réaliser I'étude du profil d'exactitude de la méthode

Concentration Chl a (Mg.L-') dans acétone 90%

Niveau 1 Niveau 2 Niveau 3 Niveau 4 Niveau 5

3.5 hg.L! 10 pg.L! 21ug.L? 45 Jug.L! 90 pg.L!
Série 1 (jour 1) 3 répétitions 3 répétitions 3 répétitions 3 répétitions 3 répétitions)
Série 2 (jour 2) 3 répétitions 3 répétitions 3 répétitions 3 répétitions 3 répétitions
Série 3 (jour 3) 3 répétitions 3 répétitions 3 répétitions 3 répétitions 3 répétitions
Série 4 (jour 4) 3 répétitions 3 répétitions 3 répétitions 3 répétitions 3 répétitions
Série 5 (jour 5) 3 répétitions 3 répétitions 3 répétitions 3 répétitions 3 répétitions

2.5.1.2. Choix des limites d’acceptabilité

A ce jour la DCE ne donne aucune indication sur les performancenchtes des
méthodes pour le dosage de la chlorophg/liians les eaux marines.
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Cependant, il existe quelques données dans leatitt®, les plus récentes étant celles
présentées par Smitt al. (2007). Ces auteurs font état de CV% variant @18 %
pour une solution de standard de chlorophgli@nacystis nidulans alga C6144 de
chez Sigma) (Tableau 9).

Tableau 9 : % CV sur des standards de chlorophylle a commerciales

Moyenne (Ug.L-T) Ecart type %CV

n=7 reliquats le jour 180.71 10.703 5.942

Standard Anacystis nidulans méme 22.136 1.820 8.220
algae / Sigma aldrich n=7 reliquats le jour 103.249 7.280 7.051
différents 99.923 13.271 13.282

Au vu de ces résultats, nous avons fixé des lintitesceptabilité a 15%.

2.5.1.3. Résultats et commentaires

Les choix réalisés dans le cadre de cette étuddesosuivants :

- Un réalignement des données par niveau est effesgtlon la méthodologie proposée
par Feinberg (2009) (Annexe 5).

- Le B d’acceptation est fixé a 80 % et les limd&eceptabilité a 15 %.

Le profil d’exactitude ainsi obtenu est présentgufé 11 et les résultats des calculs
statistiques sont présentés en Annexe 11

——Limite intervalle tolérance basse ——Limite intervalle tolérance haute --=--Limite d'acceptabilité basse

====Limite d'acceptabilité haute —o— Taux de récupération moyen

130% -

120% +

110% -

100% +

Récupération ( %)

90% -

80% -

70% -

60% -

Concentration en Chila (pg/L) dans l'acetone 90%

Figure 11 : Profil d'exactitude pour le dosage de la chlorophylle a dans I'acétone 90%

Les limites de tolérance haute et basse sont ceagpdans les EMA pour les niveaux
de 19 pg.t*a 83 pg.tt. La méthode présente un biais particulieremebtdade moins
de 5 %, pour les concentrations de 10 a 83 figA.contrario, on observe une fidélité
intermédiaire trés importante pour les concentmatiau-dessous de 19 pgdt un biais
de justesse de plus de 10% pour la concentrati® pag.L2

Globalement, la méthode est satisfaisante poucaiesentrations de 19 a 83 pg.lOn
rappellera que les concentrations dosées dandieumiarin par le LER/AR se situent
autour de 2ug/L soit par notre méthodologie 20 pglans l'acétone a 90%. En
conséguence, la méthode n’est donc pas satisfaisaritétat.
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2.5.2. Evaluation de la fidélité de la méthode pour les
étapes de {filtration + extraction}

Ne disposant pas de solution algale avec une ctmatien en chlorophylle connue,
I'exactitude (justesse + fidélité intermédiaire)upoles étapes de préparation des
échantillons d’eau mer qui sont la filtration e#xtraction ne peut étre évaluée. Dans
notre cas, on s’intéresse donc a la fidélité dedshode pour les étapes d’extraction et
de filtration.

Pour réaliser cette étude, la méthodologie du lpdtdkactitude est utilisée et les valeurs
des concentrations cibles sont posées arbitraireotenme étant égales a la moyenne
des concentrations mesurées. Le profil ainsi obtentient pas compte du parametre de
justesse et est appelé profil de « fidélité intetiziée ».

2.5.2.1. Organisation du plan de I'étude

Pour réaliser cette étude, trois différents voluchesnéme prélévement d’eau mer sont
filtrés afin de couvrir le domaine d’application teméthode (0.035 pg a 0.9 ug par
filtre).

La chlorophyllea présente dans les cellules phytoplanctoniquesmtgias stable, les
essais sont réalisés le jour méme, menés par tqpésateurs différents. Chaque
opérateur realise trois filtrations et extractipas niveau.

Les échantillons extraits sont ensuite analysésupaméme opérateur avec la méme
gamme d’étalonnage. La lecture en fluorimétrie @dsantillons est répétée 3 fois

Cette étude a été effectuée deux fois & un moidetialle, en avril et mai, a partir
d’eau provenant du méme lieu de prélevement. Poayrémiére étude les volumes
filtrés sont M = 50 ml, \A =100 ml, \A=200ml et pour la seconde étude/50 ml, \4
=100 ml, \5= 150 ml

Tableau 10 : Organisation des essais pour I'étude du « profil de fidélité intermédiaire » de la méthode
pour les étapes « filtration + extraction »

Volume 1 # 0.19 ug/filire Volume 2 # 0.37 pg/filtre Volume 3 # 0.74 ug/filire

Série 1 3 réplicats (filtration + 3 réplicats (filiration + | 3 réplicats (filiration +
(Manipulateur 1) extraction) extraction) extraction)

Série 2 3 réplicats (filtration + 3 réplicats (filiration + | 3 réplicats (filiration +
(Manipulateur 2) extraction) extraction) extraction)

Série 3 3 réplicats (filtration + 3 réplicats (filiration + | 3 réplicats (filiration +
(Manipulateur 3) extraction) extraction) extraction)

2.5.2.2. Choix des limites d’acceptabilité

A ce jour la DCE ne donne aucune indication surgdegormances attendues des
méthodes pour le dosage de la chlorophglldans les eaux marines. Cependant, II
existe quelques données dans la littérature, les néicentes étant celles présentées par
Smith et al. (2007). L'auteur fait état de CV% variant de 9 a%Jpour des solutions
échantillons préparées a partirfealassiosira sp(Tableau 11).

Tableau 11 : % CV sur des standards de chlorophylle a commerciales

Moyenne (Ug.L-") Ecart type %Cv

Echantillon préparé a partir n=7 reliquats le jour 2.592 0.235 9.057
Thalassiosira sp (diatomée)* méme 0.281 0.021 7.408
n=7 reliquats le jour 2.526 0.255 10.110
différent 0.262 0.029 10.939

*Remarque : Présence de Chl ¢

Au vu de ces résultats, nous fixons des limitesagatabilité a 15%.
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2.5.2.3. Résultats et commentaires

Les deux études ayant été effectuées sur le mérme gde prélévement, et ne
considérant dans cette étude que le paramétrétdidelermédiaire, nous avons fait le
choix de traiter les données ensemble afin d’augenée nombre de séries par niveau.

Pour la réalisation de ce profil de « fidélité mbédiaires », on a fixé 3 a 80 % et les
limites d’acceptabilité a 15 %.

Le profil d’exactitude ainsi obtenu est présenté
Figureio et les résultats des calculs statistiques soseptés en Annexe 12.

= Limite intervalle tolérance haute = Limite intervaile folérance basse
130% ==~ Limite dacoeptabilité basse —= == Limite d"acceptabilité haute
120% -

110% A

100%

90%

Récupération (%)

80%

70% -

60% -
Quantité Chla (pg) par filtre

Figure 12 : Profil de fidélité intermédiaire de la méthode {extraction filtration}

Au vu du profil obtenu, on constate que la fidélittermédiaire est constante pour les
trois niveaux (de 0,19 u/filtre a 0,74 pgffiltré)les limites de tolérance haute et basse
sont comprises dans les EMA.

Globalement le résultat est donc satisfaisant.

2.6. Evaluation de l'incertitude de la méthode

Une estimation des incertitudes aux différents aime de concentration peut étre
déterminée directement a partir des calculs efésctars de la construction du profil
d’exactitude, Feinberg (2009).

En effet si on applique la loi de propagation desiances et que l'on néglige
I'incertitude sur la préparation des solutionsaal I'incertitude de type composé pour
chaque niveau de concentratiof(z) peut se résumer a I'équation (24).

U,(2) = {8 " +u@)?)  (24)
avecU(d) le biais moyen

etS,fI I'écart type de fidélité intermédiaire par niveau
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L'incertitude sur le biaisy moyen pour chaque niveau est calculée selon I'équab ;
elle peut se décomposer en la somme quadratiglzevdgiance de la moyenne générale
et de l'incertitude liée a la préparation des sohg étalonsX) (équation 26)

o0=Z-X (25
avecz la moyenne des concentration retrouvées
et X la valeur de la concentration cible.

u(d) = + U, (26)

avec % la variance de la moyenne générale

et uq,f incertitude sur la préparation des étalons.

Si on considére, dans un premier temps que liitadd sur la préparation des
échantillons est négligeable, saif <<u,  alors la variance de(9)*est égale a la

variance de la moyenne génér@

L’écart type de la moyenne générale se calcule cosunt :

S. =B+ @
Ve @)

Avec| le nombre de séries
J le nombre de répétitions

En introduisant le rapport des variances Q inténtea sérieQ = (22

1(/)l\) | énl\.)

L’équation (27) s’écrit alors sous la forme suivea(®5):
_ _ [[Q+1
=S, * M}G*BJ 27) ame_J( /4*Q+J

Si on additionne ces deux variances, on trouvel'meertitude composée da, (z) est

égale a:
_ 1

Cette quantité correspond a I'écart type de I'wade de tolérances, déterminée
chapitre 2.5.

A partir de ces données on peut calculer par niVemertitude composée relatives qui
prends en compte l'incertitude liée a la méthodeddsage et l'incertitude liée aux
étapes de filtration et d’extraction.

uc (Z) = \/ U( Z) ixtractior\L filtration + U( Z) rz’néthode (2 9)

L'incertitude élargie relative a 95% est calculém eappliquant un facteur
d’élargissemenk=2
U(2) extractions fitration el = K Dlextractions ftration 30)
U(Z) metnoderel = K DUpetnoge  (B1)
=kOu.(2) (B2

c rel
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2.6.1. Résultats et commentaires

2.6.1.1. Estimation de l'incertitude élargie a 95% liée a la méthode de
dosage

Le profil d’exactitude illustrant l'incertitude éigie a l'aide de barres d’erreur est
présenté Figure 13.

—— Limite intervalle tolérance basse —— Limite intervalle tolérance haute -==-~Limite d‘ﬂccepmmlvté basse
==-==Limite d'acceptabilité haute —o— Taux de récupération moyen
130% -
120% -
)
— 110% 1
c
K<} i
2 100% : - . : .
oS f ] 90
o
& 90%
80% -
70% -
60% -
Concentration en Chla (ug/L) dans l'acetone 90%
Niveau 1 Niveau 2 Niveau 3 Niveau 4 Niveau 5
# 3.5 yg.L! # 10.5 ug.L! # 19 Pg.L! # 41 Pg.L! # 83 Pg.L!
Urel (k=2) 23,95% 23,48% 6,74% 8,89% 5,88%

Figure 13 : Profil d’exactitude de la méthode de dosage illustrant I'incertitude élargie a I'aide de
barres d’erreur

L'incertitude de la méthode pour le dosage de larophylle a dans I'acétone 90% est
inférieure & 10% pour les concentrations de 19 a@L*. Une forte augmentation des
incertitudes est observée pour les concentratifidsiéures a 19 ugt

2.6.1.2. Estimation de [lincertitude élargie a 95% liée a I'étape de
préparation de I'échantillon {filtration + extraction}

Le profil de fidélité intermédiaire de I'étape deeparation de I'échantillon illustrant
I'incertitude élargie a I'aide de barres d’errest présenté Figure 14.

= Limite intervalle tolérance haute = Limite intervalle tolérance basse
130% - - ==-Limite dacceptabilté basse - === Limite d'acceptabilité haute
120% -
110% -
s
5 100% T T
k-1 0,191 0,367 0,739
8
S 90% 4
(=3
L
©
80% -
70% -
60% -
Quantité Chla (pg) par filtre
Niveau 3 Niveau 4 Niveau 5
# 0.19 ug/filtre # 0.37 pg/filtre # 0.74 pg/filtre
Urel (k=2) 15,81% 14,19% 14,26%

'incertitude élargie a I'aide de barres d’erreur

L'incertitude liée a la préparation de I'échantila varie de 16 a 14% pour des
quantités sur filtre en chlorophyléede 0,19 &4 0,74 ug.
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2.6.1.3. Estimation de lincertitude élargie a 95% liée a la méthode
{dosage + préparation de I'’échantillon} (incertitude composée)

----Incertitude estimée & parti des ElLs (NF IS0 11352) —6— Taux de récupération moyen
130% +
120% -
s
— 110% 4
f =4
i<}
S 100% , . . . . , — ;
s 1 T2 3 —ao0—s 3 7 8 9
Z 90% -
80% -
T0% -
60% - Concentration en Chla (ug/L) dans I'eau de mer
Niveau 3 Niveau 4 Niveau 5
# 1.9 yg/L eau de mer # 3.7 ug/L ds eau de mer # 7.4 ug/L ds eau de mer
Urel (k=2) 17% 16% 15%

Figure 15 : Profil de I'incertitude de la méthode {dosage + préparation de I’échantillon} illustrant
’incertitude élargie a I'aide de barres d’erreur et biais de justesse.

La Figure 15 présente les résultats des incerstpde niveau de concentration. Pour les
trois concentrations étudiées, le niveau d’inagutt est proche de 15 %. Ces résultats
sont en adéquation avec ceux déterminés a pastirédeltats d’essais inter laboratoires
selon la norme NF 11352 (2013): le résultat obtaait de 20%.
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I Conclusion
3. Conclusion

En prenant en considération les résultats obtemusars de cette étude,domaine de
validité de la méthode d’analyse de la chlorophylla dans I'acétone 90%, mise en
place au laboratoire, est compris entre 20 pg:tet 90 pg.Lt En dessous de 20 pg.L
L la fidélité de la méthode augmente fortement %R@t le biais de justesse est
important pour des concentrations inférieures53u8. 1 (-12%).

Concernant I'étape d’extraction, les résultats idélité obtenus pour des quantités en
chlorophyllea variant de 0,19 a 0,74 pg/filtre sont acceptaldesc une valeur de 15%.
lIs ne varient pas en fonction de la quantité derophylle par filtre.

Au vu de ces résultats, on peut conclure que ldnoadét appliquée au laboratoire pour
mesurer des concentrations en chlorophglie 2 pg.t* dans le milieu marin n'est pas
satisfaisante. Des adaptations vont devoir éttedat les recommandations suivantes
peuvent étre faites :

- Il serait intéressant d’adapter les volumes Heafion d’eau de mer, afin de se situer
dans la gamme de validité de la méthode d’analyse.filtration de 200 mL d’eau de
mer au lieu des 100 mL actuellement pratiquée pidraited’obtenir des concentrations
aprés extraction dans I'acétone a 90% a 40 figiLlieu des 20 pgiactuelle.

- Il serait également possible, tout en gardamhéene volume de filtration, de réaliser
deux essais par échantillonnage. Dans ce cas dditdicserait divisée par'2 et le
domaine de validité de la méthode dans I'acéto®@2a pourrait étre élargi a 10 pd.L

Cette étude a également permis de valider la limdteguantification présupposée de
0.5 pg/L imposée par le texte réglementaire de 26tlde réaliser une premiere
estimation des incertitudes sur le résultat.

L'incertitude élargie de la méthode englobant pé&tale préparation de I'échantillon et
'analyse est estimée entre 16-17% (pour k =2) poudomaine d’application de la
méthode de dosage dans I'acétone 90% variant dg 26 a 3,5 pg.tt

Ces résultats de validation vont permettre égalérderfixer des EMA d’étalonnage
afin de valider les calibrations du fluorimétre d& fixer des EMA pour de futurs
contréles qualité lors des analyses.

Evaluation des performances de la méthode de dosage de la

—F Ifremer chlorophylle a en milieu marin par fluorimétrie juillet 2016



39 |

Bibliographie

Aminot A., Kérouel R.2004 Hydrologie des écosystémes marins. Paramétresatyses Ed.
Ifremer. Ifremer, Méthodes d’analyse en milieu ma836 p.

Arar E.J., Collins G.B.1997. In Vitro Determination of Chlorophyll a and Pheopinya in
Marine and Freshwater Algae by Fluorescendethod 445.0-1, Environmental Monitoring
Systems Laboratory, Office of Research and DevebospnUSEPA, Cincinnati.

Feinberg M., 2009Labo Stat- Guide de validation des méthodes d’analydes.Lavoisier,
361p

Holm-Hansen O., C.J. Lorenzen, R.W. Holmes et J.CBHickland (965. Fluoremetric
determination of chlorophylU. Cons. Perm. Int. Explor. Mer., 30(1) : 3-15

Jeffrey, S.W. et G. Humphreyi975 New spectrophotometric equations for determining
chlorophyll a,b,c1 and c2 in higher plants, algaedanatural phytoplanktarBiochem. Physiol.
Pflanzen 167: 191-194.

Karolina Ostbring, Marilyn Rayner, Ingegerd Sj6holiennie Otterstrom, Per-Ake Albertsson,
Sinan Cem Emek, et Charlotte Erlanson-Alberts2fii4). The effect of heat treatment of
thylakoids on their ability to inhibit /in vitro/ipase/co-lipase activityFood Funct.5,
2157-216.

Manuel d’instructions du TD-700 Fluorimétre de leddoire - Fisher Bioblock Scientific

Mee, R. W. (1984)3-expectation anfl-content tolerance limits for balanced one-way ANOV
random modelTechnometric26(3), 251-254.

Smith, K., Webster, L., Bresnan, E., Fraser, Sy,Ha, & Moffat, C. (2007)A review of
analytical methodology used to determine Phytoglamlpigments in the marine environment
and The development of an analytical method to roete Uncorrected chlorophyll a,
corrected chlorophyll a and phaeophytin a in manpig/toplanktonFisheries research services
internal report, 3(07.

Strickland H. J. D. et Parsons T. BR972 A practical handbook of sea water analydssill.
167 (2nd edition), Fish Res. Board. Can., Ottawa.

Welschmeyer, N. A. (1994)Fluorometric analysis of chlorophyll a in the prese of
chlorophyll b and pheopigmentismnology and Oceanography, 39(8), 1985-1992.

Yentsch, C.S. et D.W. Menzell963 A method for the determination of phytoplancton
chlorophyll and phaeophytin by fluorescenbeep-Sea Res., 10 : 221-231

Evaluation des performances de la méthode de dosage de la

—F Ifremer chlorophylle a en milieu marin par fluorimétrie juillet 2016






a |

Annexes
Annexe 1 : Matériel de mesure

Spectrophotomeétre

Le spectrophotometre utilisé est
Shimazu UV-300 dont les caractéristique
sont les suivantes : UV visible, bano
passante < 2nm, double faisceau .... .,
La mesure de la chlorophylle ag [
spectrophotométre ne nécessite p *
d’étalonnage ; elle exige par contre
spectrophotometre performant et bie
calibré.

Les spectrophotometres a large bande passantenmgmmoent pas pour la mesure des
chlorophylles sinon la chlorophylkeest fortement sous-estimée.

On choisira des cuves a bouchon car I'évaporatiogerdre des mouvements de
convection modifiant 'absorbance.

Plusieurs sources d’erreurs liées aux cuves ontlétdifiees :

- On doit s’assurer que le niveau de I'extrait démsuve est suffisant pour que la
totalité du faisceau traverse la solution.

- Les cuves aux parois épaisses peuvent produsrel@ienées erronées si une partie du
faisceau passe par la paroi et non dans I'extrditiser des cuves a parois opaques et se
méfier des faisceaux optiques trés convergents.

- Repérer toujours I'emplacement de la cuve dansotapartiment pour la remplacer
exactement au méme endroit !

Fluorimetre

Le fluorimétre utilisé est le modele TDfF ==
700 (Turner Designs) dont les
caractéristiques sont les suivantes :
1 lampe lumiére blanche du jour
Filtre d’excitation 340-550 nm . p—
Filtre d’émission > 665 nm : samaz
Photomultiplicateur sensible au rouge
R446 )
Filtre 10 % neutre, destiné a réduir
'intensité en cas de saturation d
photomultiplicateur a la plus faible
sensibilité

.Chlorophyllea commerciale (C5753-1mg):

. Evaluation des performances de la méthode de dosage de la uillet 2016
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I Conclusion

- Issue de la Spinach, se présente sous forme wulfrgogue l'on dissout dans 500 ml
d’acétone 90%
- Permet I'étalonnage du fluorimetre
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Annexe 2 Mode opératoire pour I'étalonnage du fluorimétre

A partir de la solution pure de chlorophylleon effectue au spectrophotometre les
mesures suivantes :

Estimation de la qualité de la solution de chloxdigh

Il faut s’assurer de I'absence de phéopigments :

Transférer dans la cuve de 5 cm assez de volunhe stdution pure de chlorophylke
pour réaliser la mesure

Mesurer les absorbances brutes de I'extrait nomlifaxi aux longueurs d’ondes
suivantes : 665 et 750 nm

Ajouter dans la cuve 300ul d’acide chlorhydriqug\ et agiter.

Apres 2 mn ('abréviation de minute est mn, a garipartout), mesurer a nouveau les
absorbances brutes des extraits acidifiés a 6850ehm

Calcul des concentrations de pigments selon la@mdétinonochromatique :
[chlorophylle a] (ug/l) = 27.7*(A%ses-A s6s) *(VIV*)
[Phéopigments a] (ug/l) = 27.7*[(1.7*Bes) -Alses] * (VIV*])

V : volume d’eau filtrée (litre)

V : volume de solvant d’extraction (millilitre)

L : longueur du trajet optique de la cuve de megceatimetre)

Détermination de la concentration de la solutiorcllerophylle

Mesurer I'absorbance de la solution pure de chloylipa a 664 nm en cuve de 1 cm de
trajet optique

Calculer la concentration de chlorophylle a de dtdutson étalon connaissant le
coefficient d’absorption spécifique :

[chla] = Assa/ 87.67 * |

Préparation de la gamme de solutions étalons

On prépare 5 solutions nous permettant de couwrgamme a savoir 90/45/20/10/3.5

ng/l

Etalonner le fluorimetre avec une gamme de conagoiis choisies :
90/45/20/10/3.5 pgll
Allumer I'appareil une heure avant les mesures.
Pour chague gamme, régler le zéro de fluorescemde solvant (acétone 90%)!
Mesurer la fluorescence de chaque échantillon oatifié Co
Ajouter 70ul /I d'acide chlorhydrique, attendre 2nnet mesurer a nouveau la
fluorescence de I'échantillon acidifié : Ca
Déterminer le rapport Gax:
Cea=Moyenne (Co/Ca)
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Annexe 3: Mode opératoire pour la mesurer la fluorescence des
échantillons

Les extraits doivent étre a la méme température que lors de I'étalonnage (+. 3C).
Comme pour l'étalonnage, I'appareil est allumé 1 heure avant et on regle le zéro sur
I'extrait centrifugé d’un filtre vierge.

Mesurer la fluorescence de I'échantillon non acidifié : F"@

Ajouter 70 pl d’acide chlorhydrique 0.3 M, les tubes sont alors placés pendant 2 min a
I'abri de la lumiere.

Mesurer ensuite la fluorescence de I'échantillon acidifié : F?

Une fois les concentrations F" et F2 lues, appliquer la relation d’'Holm-Hansen :

SR Y )

(Row =)

Fr _
[phéopigmg]g], :karl x|1- (/—Fajl % (Vextra/ j
I ax Rax—1 V e

K coefficient d'étalonnage
Rmax rapport d’acidification de la chlorophylle a pour I'appareillage donné. La
constante Rmaxest déterminée lors de
L'étape d’acidification. Il correspond au ratio.

Fra fluorescence de I'échantillon en équivalent de chlorophylle a (ug/L) avant
acidification de I'échantillon
Fa fluorescence de I'échantillon en équivalent de chlorophylle a (ug/L) aprées
acidification de I'échantillon
Vext volume d'extraction (dans notre cas 10 ml)
Vfiltré  volume échantillon filtré (dans notre cas 100ml)
Zd facteur de dilution

Chla concentration de Chlorophylle a (en pg/L)
Phéo concentration de Phéopigments (en pg/L)
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Annexe 4 : Mode opératoire pour la mesure en spectrophotométrie
20n utilise le spectrophotométre pour déterminer la concentration de la solution mere
On utilise le spectrophotometre pour déterminer la concentration de la solution mere
de chlorophylle a.

Grace au programme prédéfini  (longueurs d'onde) sélectionné sur le
spectrophotometre « chlamére », nous pouvons calculer la concentration de la solution
en utilisant la loi de Beer-Lambert.

Des précautions opératoires sont nécessaires : les extraits ne doivent pas étre froids,
les laisser revenir a température ambiante (et a I'abri de la lumiére) avant les mesures
afin d’éviter la condensation sur les faces optiques.

Transférer I'extrait dans la cuve de 1cm de trajet optique (le volume doit étre suffisant
pour que la totalité du faisceau traverse la solution) et réaliser la mesure.

La valeur obtenue est I'absorbance de notre solution.

Avec la formule de la loi de Beer-Lambert, le calcul de la concentration de la solution
mere de la chlorophylle a est possible.

A=¢*|*[chla]
£=87.71.gtcm?
L = longueur de la cuve
[chla] = concentration de la chlorophylle a en ug/l

” Evaluation des performances de la méthode de dosage de la uillet 2016
“1fremer chlorophylle a en milieu marin par fluorimétrie J






a9 |

Annexe 5 : Réalignement des niveaux

Afin que toutes les valeurs des différentes expériences aient la méme valeur de
concentration cible, un réalignement des niveaux s'avére nécessaire.

Selon la notation, X désigne la valeur de référence obtenue la moyenne des
concentrations des échantillons. Y, ,, désigne quant a lui la réponse du fluorimetre des

échantillons, dont la valeur de référence est X, peut étre corrigée par une simple
regle de trois :

. X
Yigo = Yigo ™ (X_)

ij (k)
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Annexe 6 : Etude de la fonction d’étalonnage

e-arC11en15vll.xls P.1i1
Approuve par : LG, le 06/10v2015
Date de mise en application - 06/10/2015

Etude de I'étalonnage I I remer

Plan A - Etude du modéle d'étalonnage - Cas 1 (EMA)

Laboratoire - ARCACHON

[ Paramétre Chicrophyile a [ [ Domaine d'étalonnage | [
Etalon de grandeur théorique (pmol/L) et valeurs d'information E_Jmne .de
régression
87,73 4513 20,39 11,11 321 EN
Spinach 2%/03/2016 (1) 73544 397,38 178,60 101,04 30,17 5,58239
Spinach 2H03/2016 (2) 783,05 402,26 184,65 102,24 30,25 §,89232
Spinach 22/03/2016 (2) 756,95 366,01 178,89 95,58 36,24 5,55791
Spinach 21/03/2016 (2) 756,57 393,59 180,87 101,58 29,73 5,58023
Spinach 05/04/2016 (2) 775,03 41741 184,03 100,76 2943 8,85098
Spinach 25/05/2016 79293 415,33 187,42 109,23 29,84 9,00084
Tableau des grandeurs retrouvées lors de chaque étalonnage (pmol/L)
Grandeur théorique 83 45 20 11 3
Spinach 2H03/2016 (1) 88,022 46,302 20,819 11,773 3.516
Spinach 2%/03/2016 (2) 88,059 45237 20,766 11,498 3,401
Spinach 22/03/2016 (2) 88451 45,105 20,903 11,169 4,234
Spinach 21/03/2016 (2) 88,176 45,872 21,080 11,639 3,464
Spinach DS/04/2016 (2) 87,564 47,160 20,792 11,384 3,325
Spinach 25/05/2016 88,095 46,144 20,823 12,138 3,316
Tableau des biais absolus (pmeoliL)
Grandeur théorique 88 45 20 11 3
Spinach 23/03/2016 (1) 0,297 1,174 0,434 0,661 0,304
Spinach 29/03/2016 (2) 0,334 0,109 0,381 0,386 0,190
Spinach 22/03/2016 (2) 0,726 -0,023 0,518 0,057 1,023
Spinach 21/03/2016 (2) 0,451 0,744 0,695 0,728 0,253
Spinach DS/04/2016 (2) 40,161 2,032 0,407 0,272 0,114
251052016 0,370 1,016 0438 1,024 0,104
Moyenne des biais 0,336 0,842 D479 0,521 0,193
Ecari-fype des biais 0,288 0,755 0,115 0,350 0,087
Tableau des Biais relatifs
Grandeur théorique 88 45 20 11 3
Spinach 2H03/2016 (1) 0,3% 2,6% 21% 6,0% 9,5%
Spinach 23/03/2016 (2) 0,4% 0,2% 1,9% 3.5% 5,9%
Spinach 22/03/2016 (2) 0,8% -0,1% 25% 0,5% 31,8%
Spinach 21/03/2016 (2) 0,5% 1,6% 34% 6,5% 7,9%
Spinach 0S/04/2016 (2) -0,2% 4,5% 20% 24% 3,5%
Spinach 25/05/2016 0,4% 2,3% 21% 9,2% 3,2%
EMA &talonnage fixé 5,0% 5,0% 5,0% 5,0% 5,0%
I Nombre de niveaux | 5 |
| Nombre de gammes | 5] |
Test d'adéquation a la f ion d'étal
Source des variations Somme des camés Degré de liberté | Variance estimée F Valeur critique
Erreur due au modele 8.159461131 5 1,631892226 10.25054498 3.854957165
Erreur expérimentale 3.98001333 25 0159200533
Totale 13.14078407 30
Si la valeur F est inférieure a la valeur critique, la fonction d'étalonnage peut étre validée
Ge document eat propriété de fifremer ef ne peut éire reproduit ou communigue sans auforization
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Annexe 7. Résultats des tests de Cochran et Grubbs pour
fonction d’étalonnage des concentrations prédites
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e-arC11en20v00.xls P.174
Approuvé par - LG |, le 06/10/2015
Date de mise en application : 06/10/2015
Test Cochran et Test Grubbs - I i remer
Laboratoire : ARCACHON
| Etude de I'étalonnage (5 points)
| Contréle de Fhomogénité des variances par le test de Cochran
MNutriment Co Spinach
Concentration (umol/L) 87,73 45,13 20,39 11,11 3,21
Vari de ch
ariance de chaque 349E+00 | 2,07E+00 | 1,67E-01 2 60E-01 9,26E-02
niveau
Somme des variances 6,08E+00
Variance maximum 3 49E+00
C = stat, de Cochran 5,74E-01
Valeur critique seuil 1% 0,715
Résultat acceptable
| Recherche de résultat(s) singulier(s) par le test de Grubbs
Concentration (umol/L) 87,73 45,13 20,39 11,11 3,21
Ecart-type 1,867 1,439 0,409 0,510 0,304
Moyenne 89,717 46,839 21,255 11,854 3,605
Valeur maximum 92,388 48,635 21,838 12,728 4,222
Valeur minimum 88,021 44 976 20,818 11,137 3,429
Valeur critique seuil 5% 1,715
Moyenne max
G = stat de Grubbs 1,431 1,248 1,425 1,712 2,028
Résultat acceptable | acceptable| acceptable acceptable pas acceptable
Moyenne min
G = stat de Grubbs 0,908 1,294 1,069 1,407 0,577
Résultat acceptable | acceptable| acceptable acceptable acceptable
Données e-arC11en15 - Tableau des grandeurs retrouvées (pmol/L)
- Tableau des grandeurs retrouvées (umol/L)
Grandeur theorique 87.73 4513 20,39 .1 321
29/03/2016 (1) 68,021 46,302 20,818 11,774 3,514
29/03/2016 (2) 91,238 46,870 21,515 11,913 3,524
21/03/2016 (1) 88,197 44,976 20,843 11,137 4,222
22/03/2016 88,152 45,860 21,074 11,836 3,463
05/04/2016 (2) 90,303 48,635 21,443 11,740 3,429
25/05/2016 92,388 48,393 21,838 12,728 3,477
Moyenne 89,717 46,839 21,255 11,854 3,605
Ecart-type 1,867 1,439 0,409 0,510 0,304
Variance 3,48572995 2,072 0,167 0,260 0,093
Ce document est propriété de ifremer et ne peut étre reproduit ou communiqué sans autorisation
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Annexe 8 . Etude de la LQ présupposee

e-arC11en17v00.xls P.1/6
Approuvé par : LG |, le 12/02/2014
Date de mise en application : 12/02/2014

Feuille de calcul des LQs présupposées “Ifremer
Laboratoire : ARCACHON

| Plan B - Etude d'une LQ présupposée

| Nutriment | chlorophylle a | [ Domaine d'étalonnage |

| Limite de quantification (LQ) présupposée | 0401176 | umol/lL | EMA

2 fois 5 analyses sont réalisées a des conditions de fidélité intermédiaire

Grandeur
Echantilons Série Grandeurs mesurées (umol/L) moyenne
(umol/L)
1 29/03/2016 (1) 0,416 0,416 0,416 0,416
2 29/03/2016 (2) 0,437 0,437 0,437 0,437
3 22/03/2016 (2) 0,311 0,311 0,311 0,311
4 21/03/2016 (2) 0,517 0,517 0,517 0,517
5 05/04/2016 0,364 0,364 0,364 0,364
6 25/05/2016 0,362 0,362 0,362 0,362
| Paramétres d'exactitude de la LQ présupposée |
Nombre de séries n 6
Nombre de répétition r 3
Variance de répétabilité s,spe 1,54E-33
Variance des moyennes s(z)? 5,196E-03
Variance inter-séries sg? 5,196E-03
Variance de fidélité intermédiaire s o2 5,196E-03
Moyenne générale Z, o 0,401
Ecart-type de fidélité intermédiaire s q 0,07
CV de fidélité intermédiaire CV\ o 18,0%
Ref 0,40
EMA =60 % x Ref 0,24
LQ+60%*LQ 0,64
Zig*t2" s 0.55
Zig-2"81q 0,26
LQ-60%*LQ 0,16
Inégalité 1 Zig-2"80>LQ-60% *LQ inégalité vérifiée
Inégalité 2 Zig+ 2" <LQ +60%*LQ inégalité vérifiee
| L'exactitude de la LQ présupposée est vérifiée

Ce document est propriété de l'ifremer et ne peut étre reproduit ou communiqué sans autorisation
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Annexe 9 : Résultats des tests de Cochran et Grubbs pour I'étude
delaLQ

e-arC11en2hvil «ds P.1/1
Approuve par: LG, le DBMO2015
Date de mise en application : 06102015

Test Cochran et Test Grubbs I I remer

| aboratoire : ARCACHON

Etude de la imite de quantification

I Controle de Thomogeniie des varances par 1e st de Cochran
Paramétre Chla
Serie 29/03/2016 (1) 29/03/2016 (2) | 22/03/2016 (2) [21/03/2016 (2)| 05/04/2016 25/05/2016
Variance de chaque niveau 5,10E-07 0,00E+00 7,36E-06 9,92E-09 0,00E+00 2,63E-07
Somme des variances 8,14E-06
Variance maximum 7,36E-06
C = stat, de Cochran 0,9038557 11
Valeur critique seuil 1% 0,664
Resultat pas acceptable |
1 Recherche de resultat{s) singulier(s) par le test de Grubbs
Concentration (umol/L) 0,40 Moyenne max
Ecart-type 0,077 [ G = stat de Grubbs [ [ 1270 ]
Moyenne 0,357 [ Résultat [ | acceptable
Valeur maximum 0,455
Valeur minimum 0,222 Moyenne min
Valeur critique seuil 1% 1,973 G = stat de Grubbs 1,759
Résultat acceptable

Données e-arC11en17 - Tableau des grandeurs mesurées (umol/L)

Grandeur

Echantilons Série Grandeurs mesurées (umol/L) moyenne Variances
{umol/L)

1 29/03/2016 (1) 0,455 0,454 0,454 0,454 5 10E-07

2 29/03/2016 (2) 0,222 0,222 0,222 0,222 0,00E+00

3 221032016 (2) 0,396 0,391 0,391 0,393 7,36E-06

4 21/03/2016 (2) 0,309 0,309 0,309 0,309 9,92E-09

5 05/04/2016 0,356 0,357 0,357 0,357 2 63E-07

6 25/05/2016 0,409 0,409 0,409 0,409 0,00E+00
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Annexe 10 : Etude de Rendements

Etude de rendement

Laboratoire : ARCACHON J
fremer

variance des series
Série Répétitions Moyenne Valeur cible | Rendement % repetabilité

1 20,3378935 | 20,3397863 | 20,3397863 | 20,3391553 [ 18,9188152 [ 1,075075536 1,1942E-06
2 19,8779486 | 198779486 | 198817341 | 19,68792104 | 189188152 | 1,050764028 4,77681E-06
3 19,8703775 | 198703775 | 198514497 | 19 8640682 | 189188152 | 1049963649 0,00011942
4 19,6186381 | 19,5997103 | 19,6997103 | 19,6060196 | 18,9188152 1,03632386 0,00011942
5 19,5183209 | 19,5183209 | 194993931 | 19,5120116 | 18,9188152 | 1,031354841 0,00011942

Moyenne 19,840093

Variance des Moyenne 0,103399

lvariance de repétabilité 7,2846E-05

\Variance inter serie 0,10337471

Ecart type de fidelite

intermedaire 0,32163265

%CV 1,62%

Moyenne rendement 104,87%

variance des series
Série Répétitions Moyenne Valeur cible | Rendement % repetabilité

1 76,2410749| 76,2789305b| 76,2789305| 76,2663119| 731747755 1,042248664 4,78E-04
2 76,3924971| 76,3924971| 76,4303526| 764051156| 731747755 1,044145542 4, 78E-04
3 76,0707249) 76,0707249| 76,0707249) 76,0707249| 731747755 1,039575789 0,000000
4 75,4650362| 754271806| 754271806| 754397991| 731747755 1,030953613 0,0004777
5 75,3703973| 75,3703973| 75,3893251| 75,3767065| 731747755 1,030091395 0,00011942

Moyenne 759117316

Variance des Moyenne 0,22585149
lvariance de repétabilité 0,00031049

\Variance inter serie 0,22574799
Ecart type de fidelite

intermedaire 0,47545608
%CV 0,63%
Moyenne rendement 103,74%
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Annexe 11: Profil d’exactitude de la méthode de dosage de la
chlorophylle a dans I'acétone 90%

Profil d'exactitude
Laboratoire : ARCACHON
Limite d'acceptabilité (A) 15% 15% 15% 5% 15%
Niveaux Niveau A Niveau B Niveau C Niveau D Niveau E
Concentration moyenne theorique (ug/L) 83,4305785h4] 43,9639935] 18,7276382] 10,2949068] 3,34722239
Concentration moyenne retrouvée (pg/lL) 81,991 42528 18,745 10,401 2932
Fidélité
Ecart-type de répétabilité (s,) 0,0322021| 0,0169447| 0,0056583( 0,0032127| 0,0040121
Ecart-type inter-séries (sg) 24119585 1,7508630( 0,5850507| 1,1303202| 0,3251053
Ecart-type de fidélité (sg) 2,4121734| 1,7509449| 0,5850780| 1,1303247| 0,3251300
Coefficient de variation de fidélité 2,94% 4.12% 3,12% 10,87% 11,09%
Justesse
Biais (%) -1,73% -3,27% 0,09% 1,03% -12,39%
Intervalle de tolérance
Nombre de degré de liberté 5,0011883| 5,0006244| 50006236 5,0000539| 5,0010153
Facteur de couverture (k) 1,4758411| 1,4758615| 1,4758615| 14758821 1,4758474
Ecart-type de tolérance (si7) 2,6054230 1,8912283| 0,6319537| 0,3511780| 0,3511780
Limite intervalle tolérance basse 78,1461760| 39,7365603| 17,8125361| B8,5989985 24142112
Limite intervalle tolérance haute 858365567 | 45,3189423| 19,6778884| 122027772| 34507815
Limite d'acceptabilité basse 70,91599176| 37,3693945| 159184924| B8,75067076| 284513903
Limite d'acceptabilité haute 95,94516532| 50,5585926| 21,5367839| 11,8391428| 384930575
Profil d'exactitude
Récupération (%) 98,27% 96,73% 100,09% 101,03% 87,61%
Limite intervalle tolérance basse 93,7% 90,4% 95,1% 83,5% 721%
Limite intervalle tolérance haute 102,9% 103,1% 105,1% 118,5% 103,1%
Limite d'acceptabilité basse 85,0% 85,0% 85,0% 85,0% 85,0%
Limite d'acceptabilité haute 115,0% 115,0% 115,0% 115,0% 115,0%
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Annexe 12: Profil de fidélité intermédiaire de I'étape de préparation
de I'échantillon {filtration + extraction}

e-arC11en18v00.xls P.1/6

Approuvé par: LG |, le 12/02/2014

Date de mise en application : 12/02/2014

Profil d'exactitude
Laboratoire : ARCACHON I ifremer

Probabilité tolérance (p) 80%
Limite d'acceptabilité (A) 15% 15% 15%
Niveaux Niveau A |Niveau B |Niveau C
Quantité moyenne théorique (ug/filtre) 0,191 0,367 0,739
Quantité moyenne théorique (ugffiltre) 0,191 0,367 0,739
Fidélité
Ecart-type de répétabilité (s,) 0,01078533] 0,0204104| 0,0228196
Ecart-type inter-séries (sg) 0,00947615] 0,0143195| 0,0436756
Ecart-type de fidélité (sg) 0,01435691] 0,0249326| 0,0492777
Coefficient de variation de fidélité 7.92% 6,79% 6,67%
Justesse
Biais (%) 0,00% 0,00% 0,00%
Intervalle de tolérance
Nombre de degré de liberté 11,159034] 12,845669| 6,7292165
Facteur de couverture (Ki) 1,36228321] 1,3511044 1,421648
Ecart-type de tolérance (s;7) 0,01508474] 0,0260567| 0,0526797
Limite intervalle tolérance basse 0,17030969 0,332157] 0,6637344
Limite intervalle tolérance haute 0,21140907] 0,4025678] 0,8135182
Limite d'acceptabilité basse 0,16223047] 0,312258| 0,6278324
Limite d'acceptabilité haute 0,21948828] 0,4224668| 0,8494202
Profil d'exactitude
Récupération (%) 100,00% 100,00% 100,00%
Limite intervalle tolérance basse 89,2% 90,4% 89,9%
Limite intervalle tolérance haute 110,8% 109,6% 110,1%
Limite d'acceptabilité basse 85,0% 85,0% 85,0%
Limite d'acceptabilité haute 115,0% 115,0% 115,0%
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