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Avant propos

Les entreprises GERM-Services et FNPSMS (Fédération Nationale des Producteurs de
Semences de Mais et de Sorgho) appartiennent & un méme groupe : MAIZ’EUROP’. Ce
dernier, composé de professionnels et d’experts au service des mais et des agriculteurs, a pour
but de représenter et défendre les intéréts des filieres maisicoles aupres des autorités
francaises et communautaires. 1l englobe, en plus, des structures comme I’AGPM
(Association générale des producteurs de mais), la CEPM (Confédération européenne de la
production de mais), UNIGRAINS ou encore ARVALIS-Institut du VVégétal. Les missions qui
incombent a I’ensemble du groupe sont variées :

- Expertise et veille économique, politique et environnementale
- Missions ciblées au sein des sections spécialisées de I’AGPM
- Information et promotion des semences francaises

- Communication, promotion, formation et événementiel

Le laboratoire de référence mais a été créé en 1951 et tient ses origines de la nécessité de
certifier la production francaise de semences de mais et de sorgho. Il dépend de deux
structures : la FNPSMS et GERM-Services. La premiére a vocation a la certification des
semences ou aux contrdles de ces certifications pour le compte . La deuxieme, quant a elle est
dédiée a la réalisation d’analyses a caractére commercial pour le compte d’agriculteurs, de
coopératives, de négociants et d’industriels (amidonnerie/semoulerie, bioéthanol, alimentation
animale)

Le volume d’analyses traité par le laboratoire est de 1’ordre de 70 000 échantillons par
an, a raison de 2 a 8 analyses par échantillon. Ce travail est réalisé grace a la présence de 14
membres permanents (auxquels on ajoute des CDD, intérimaires et stagiaires) et d’unités
performantes pour traiter les demandes d’analyses.

Concernant les moyens, le laboratoire dispose de 6 unités d’analyses (qualité des
semences, valeur alimentaire des fourrages, constituants chimiques, physiques, qualité
sanitaire, biochimiques), une unité d’expertise (qualité de la collecte), et une unité pour
I’approbation de modeles des humidimetres. L’activité laboratoire est gérée grace a « LIMS
Laboratory », un logiciel qui permet de suivre D’activité depuis 1’enregistrement des
échantillons jusqu’a I’émission du rapport d’analyses aux clients.

En termes de qualit¢ et d’objectifs, le laboratoire développe une politique
d’accréditation spécifique a ses différents segments de marché. Cette orientation permet de
garantir la fiabilité technique des résultats dérivés et positionne la satisfaction du client en tant
qu’objectif numéro un. Cette politique se concrétise par des reconnaissances dans les
domaines stratégiques.
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) Introduction

Le terme « pollution » peut se définir par « I’introduction par ’Homme, directe ou
indirecte, dans 1’atmosphére et les espaces clos, de substances ayant des conséquences
préjudiciables de nature & mettre en danger la santé humaine, & nuire aux ressources
biologiques et aux écosystémes, a influer sur les changements climatiques, a détériorer les
biens matériels et & provoquer des nuisances olfactives excessives » [1]. Selon cette loi, toute
particule émise dans I’atmosphére entraine une pollution de 1’air. Cette pollution a des effets
aussi bien a I’échelle locale (impact sur les écosystemes, sur la santé) qu’a I’échelle régionale
(transport de particules sur de longues distances, modification du régime des précipitations),
voire a I’échelle mondiale (modification du climat) (Sammut, 2007).

La France est le premier pays agricole de I’Union Européenne et le second exportateur
mondial de produits agricoles et alimentaires. Or, 1’agriculture contribue fortement a
I’émission de particules fines dans 1’air. En effet, le Centre interprofessionnel d’étude de la
pollution atmosphérique (CITEPA) estime qu’elle serait responsable de 50% des émissions de
particules totales en 2010 [2]. Or, ce probléme de pollution atmosphérique est au cceur de
I’actualité et fait I’objet de nombreuses expérimentations afin de pouvoir quantifier et limiter
ces émissions de poussiéres dans ’air. On peut citer un exemple récent qui concerne la
circulation alternée sur la capitale dans le but de réduire ces émissions de particules [3].

L’objet du stage que j’ai effectué concerne ces émissions de poussiéres, au travers d’un
programme appelé EMICER. Ce programme de recherche, financé par ’ADEME, est géré par
Coop de France et regroupe les partenaires Arvalis-Institut du végétal, GERM-Services et
INERIS (institut National de 1’environnement industriel et des risques). Prévu pour une durée
de deux ans, ce programme comportera donc un volet de développement expérimental afin de
mettre au point des méthodes de caractérisation des émissions de poussiéres ainsi qu’un volet
en recherche industrielle, destiné a déterminer les bonnes pratiques de contréle des émissions
de poussiéres. Cette problématique de pollution atmosphérique reste d’actualité dans le
monde entier.

Les émissions de particules dans 1’air, notamment lors de la manutention et du séchage, sont
susceptibles de conduire a des nuisances sanitaires, environnementales et visuelles. Ces rejets
sont encadreés par différentes réglementations, mais du fait des spécificités des installations et
du manque de méthodes expérimentales adaptées, ces émissions restent largement
méconnues, aussi bien en termes de répartition granulométrique et de composition physico-
chimique que de quantités émises. Les plans régionaux pour la qualité de I’air élaborés par les
conseils régionaux comportent des objectifs de qualité de I’air spécifiques a certaines zones.

Il revient au laboratoire de caractériser les poussiéres et de mettre au point une ou des
méthodes de quantification permettant d’évaluer le pouvoir émissif des lots de céréales. Les
premiers travaux conduits durant 1’été 2013 sont particulierement intéressants.

Concernant la législation existante, une poussicre est une particule solide d’un diameétre
aérodynamique d’au plus de 100 um ou dont la vitesse limite de chute, dans des conditions




normales de température, est au plus égale a 0,25 metre par seconde [4]Erreur! Source du
renvoi introuvable.. Au niveau des limites d’exposition professionnelle, il existe des seuils de
concentration moyenne sur une période de 8 heures : 10 mg/m3 d’air pour les poussieres
totales et 5 mg/m3 d’air pour les poussicres alvéolaires. Les valeurs limites d’exposition
professionnelle valent pour toute forme de poussiéres (marbre, farine...) mais les effets
particuliers de certaines d’entre elles justifient 1’existence des valeurs limites inférieures (bois,
amiante, silice...) [5].

La détermination de la taille et de la dangerosité de ces poussieres se fait selon les schémas
situés en Annexe 1. [6]

Le protocole présenté ici va donc viser a déterminer le pourcentage des PM 10 et PM 2,5, qui
présentent un risque majeur pour la santé humaine (AIRPARIF, 2008), dans un échantillon de
blé lambda au travers de trois méthodes d’analyses mises en place par la FNPSMS et GERM-
Services, dont sont déja issus quelques écrits scientifiques. Ces méthodes utilisent des
matériels spécifiques qui sont le Céres, le Heubach et le Coulter.

La mise au point d’un tel protocole va permettre par la suite de confronter les résultats
obtenus en laboratoire a ce qui se passe réellement sur un lieu de chargement. En effet, pour
valider cette méthode, il faut s’assurer qu’elle soit représentative de la réalité. De plus, le
laboratoire met un point d’honneur a respecter certaines normes, notamment la norme NF ISO
5725 (Annexe 2), qui impose justesse, répétabilité et reproductibilité intra-laboratoire et inter-
laboratoire [7], ainsi que la V03-110 (Annexe 3) qui est un complément de la premiére.

La justesse mesure 1’écart d’une valeur par rapport a une donnée de référence. La répétabilité
mesure la variabilité de mesures déterminées dans un méme lieu, avec un méme mateériel et de
mémes conditions ; elle permet de valider deux répétitions analytiques pour établir un résultat
final moyen. La reproductibilité mesure la variabilité de données moyennes, établies dans le
temps soit par un méme laboratoire (reproductibilité intra-laboratoire) soit entre différents
laboratoires (reproductibilité inter-laboratoire) ; ces données étant utilisées dans le cadre de
contre-analyses ou de litiges [8].
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I1) Matériel et méthodes

La détermination de la composition et de la quantité de poussiéres fines émises lors
des chargements de céréales va s’effectuer grace au matériel dont dispose le laboratoire.
Dans un premier temps, 13 échantillons issus d’'un méme lot sont utilisés ainsi que quatre
¢chantillons supplémentaires qui permettent d’extrapoler les résultats obtenus.
Dans un second temps, un essai d’ajout dosé est effectué¢ afin de vérifier et confirmer
I’efficience des méthodes mises en place, notamment leur répétabilité et leur reproductibilité.
Pour chaque méthode, deux procédures différentes peuvent étre appliquées. En effet, les
appareils Cérés et Heubach sont munis de filtres qui permettent de récupérer les poussieres
émises, soit par chute des grains (Céres) soit par attrition dans un tambour (Heubach). Une
fois le protocole termine, les filtres sont récupérés et lavés pour étre passés au matériel
Coulter, qui permet de dénombrer le nombre de particules ainsi que leur taille dans 1 ml de
solution. Les grains utilisés sont également récupérés puis lavés et mis en solution afin de
pouvoir les passer au matériel Coulter.

1) Meéthode CERES

La méthode Céres consiste a capter les poussiéres libres grace a un systéme d’aspiration,
sans appliquer d’effet abrasif a la surface des grains. Pour cela, une colonne de 70 cm est
utilisée, dans laquelle les grains tombent en générant des poussiéres. Ces poussieres sont
aspirées par une pompe a vide et retenues sur un filtre. Cette méthode est dite gravimétrique
(Gill et al. 2006 ; Ansart, 2007), elle est basée sur des travaux antérieurs (Jacquelin, 2007) et
elle est considérée comme une méthode de référence (Hamelmann et Schmidt, 2003 ; Bach et
Schmidt, 2008)
Une fois le montage assemblé, il faut allumer la pompe a vide en réglant le débitmétre a 13
L/mn. La pompe doit alors tourner pendant 10 minutes. Une fois ce temps écoulé, I’ensemble
filtre + porte-filtre est récupéré puis pesé a 0,1 mg pres. Ensuite, 250g de semences sont
pesés, tout en remettant le montage en place, ces 250g sont versés de facon homogéne en 10
secondes avec la pompe allumée. Aprés 5 minutes, I’ensemble filtre + porte-filtre est pesé a
nouveau pour voir le poids de poussiéres captées par le dispositif. On procéde alors a deux
essais par échantillon.

2) Méthode HEUBACH

La méthode Heubach s’effectue a 1’aide d’un appareil du méme nom qui permet de
récupérer les poussieres les plus fines sur un filtre. Elle consiste a extraire ces poussiéres par
attrition des grains. Les éléments les plus lourds et les débris végétaux de type glumelles sont
récupérés dans la bouteille tandis que les poussieres les plus fines sont récuperées sur le filtre
et sont composées surtout de protéines et d’amidon (Annexe 4). Cette méthode est basee sur
I’utilisation d’un tambour rotatif qui permet la mise en suspension des poussieres
(Hamelmann et Schmidt, 2003).

Deux prises d’essai de 100 grammes chacune sont prélevées dans un échantillon afin de
déterminer la teneur de celui-ci en poussieres fines. Cette prise est introduite dans le tambour
du Heubach, qui tourne a 30 rpm, pendant 13 minutes [9] avec une aspiration de 25 L/mn.
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Une fois le temps écoulé, le filtre et la bouteille sont pesés afin de quantifier les poussiéres
récupérées. Le temps de 13 minutes a été déterminé par le laboratoire dans des études
antérieures.

3) Méthode COULTER

I1 s’agit d’un appareil couramment utilisé dans les laboratoires d’analyses médicales car il
permet de quantifier des particules tres fines comme les hématies par exemple. Dans ce
domaine, il permet de quantifier et de caractériser la granulométrie des éléments extraits. Sur
la base de son utilisation, il sera traité soit des grains faisant 1’objet d’un lavage, soit des
¢léments issus des lavages des filtres. Une solution saline d’Isoton II est utilisée comme
réactif pour préparer les solutions. Deux sondes sont utilisées : une de 280 um et une autre de
100 pm. La sonde de 280um permet de quantifier les éléments compris entre 5,6pum et 220um
tandis que celle de 100um capte les poussieres plus fines de 2 a 80 um. Les résultats sont
traités pas le logiciel Multisizer 1ll. (Annexe 5)

a) Lavage des grains
100 grammes de grains sont disposés en monocouche sur un tamis de 1mm positionné sur un
fond de tamis. L’ensemble est lavé avec 100 ml de solution d’Isoton a 1’aide d’une pissette.
La solution issue du lavage est alors mesurée, diluée (1/11%™) puis filtrée pour étre passée au
matériel Coulter.

b) Lavage des filtres
Les filtres issus des deux précédentes méthodes sont lavés a travers un tamis a 1’aide d’une
pissette contenant 100 ml d’Isoton II. La solution ainsi récupérée est diluée (1/100°™) puis
passée au matériel Coulter.

4) Ajout dosé
Cette technique d’ajout dosé est essentielle car il n’existe pas, a ce jour, de données étalons
sur lesquelles s’appuyer. De ce fait, le laboratoire veut développer une methode fiable qui
pourra par la suite servir a évaluer I’intérét de telle ou telle technique permettant de fixer ou
éliminer les particules PM 2,5 et PM 10.
Cette technique se déroule en différentes étapes :

- Caractérisation de 1’échantillon :
- Séparation granulométrique des fractions par tamisage

- Traitement de chaque fraction inférieure a 1 mm en Heubach afin
d’estimer le taux d’extraction et donc I’efficience.

- Traitement par le Coulter des fractions (bouteille et filtre) obtenues par le
traitement Heubach afin de préciser la taille et le nombre de particules.

- Traitement Heubach :
Dans le but d’évaluer I’efficience de I’extraction Heubach chaque fraction obtenue par
tamisage, inférieure & 1 mm est pesée, introduite intégralement dans 1’extracteur Heubach et
analysée. Les fractions dites « lourdes » se retrouvant dans la partie bouteille, ainsi que les
plus légeres se fixant sur le filtre, sont pesées individuellement, les résultats sont ensuite
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exprimés en % de la masse. Pour vérifier en parallele la non-saturation du filtre, ¢’est-a-dire
I’absence d’agglomération des particules, 2 passages consécutifs sont réalisés.

Une série d’ajout dosé a donc été réalisée pour évaluer I’efficience des méthodes utilisées. A
partir d’un échantillon de blé de 5 kg, présentant des granulométries différentes et considéré
comme représentatif. Des poussieres, inférieures a 50 pm, ont été récupérées par tamisage
puis pesees et ajoutées a des quantités connues de grains (100g). Sept échantillons (norme NF
ISO 5725) ont ainsi été analyses, a raison de deux répétitions par échantillon et par jour, et ce
pendant 6 jours. Pour chaque analyse, des quantités de poussiéres ont été ajoutées a la prise
d’essai afin de déterminer 1’efficience du matériel Heubach. Les quantités de poussiéres
ajoutées sont déterminées grace aux résultats précédents et sont de I’ordre de Og ; 0,29 ; 0,59 ;
0,79 ; 1g; 1,59 et 2g.

5) Analyses statistiques

Tout au long des expérimentations, des analyses statistiques ont été effectuées, principalement
a I’aide du logiciel Microsoft Excel. Ces analyses représentent la partie la plus importante du
travail effectué au cours de mon stage et représentent un outil de validation de I’ensemble des
résultats obtenus. La validation se fait selon deux normes internationales : NF V03-110 et NF
ISO 5725.

Les tests utilisés sont ceux de Grubbs et de Cochran pour les valeurs aberrantes. Les limites
d’acceptabilité peuvent étre calculées selon 4 possibilités :

- Définies par un texte réglementaire

- Définies par la profession (Ecart Maximum Acceptable) (consensus)

- Définies par des modéles empiriques (Horwitz)

- Définies a partir de la limite de quantification dans les cas ou elle est définie

Il existe des modeles mathématiques qui relient des performances analytiques a la
concentration. Le plus connu est celui développé par Horwitz vers 1980 ; il est repris dans de
nombreux textes et permet de prédire la valeur attendue de 1’écart-type de reproductibilité SR
en fonction d’un niveau de concentration X. Pour une concentration inférieure a 10~7 kg.kg-1,
il s’exprime sous la forme :

SR=0,02 x X°8 (1)

Par ailleurs, si on considere que la limite de reproductibilité représente un écart maximum
acceptable (EMA) entre deux mesures faites en condition de reproductibilité, pour un niveau
de confiance de 95 %, celui-ci vaut [EMA| < 2,83 Sy et il vaudra | EMA| < 4,24 Si pour un
niveau de 99 %. En combinant cette définition a I’équation (1), on peut définir une limite
d’acceptabilité a partir de ’EMA et du modele Horwitz.

Dans le cas ou on dispose d’une estimation expérimentale de 1’écart-type de reproductibilite
— par exemple si la méthode a été soumise a une étude inter-laboratoires — on peut affiner
les limites d’acceptabilité en utilisant la valeur observée de Si

Aucun travail de la sorte n’ayant été réalisé, la limite d’acceptabilité sera définie ici par le
modeéle empirique d’Horwitz. Il faut noter que tout au long de la présentation des résultats, r

correspond a la répétabilité tandis que R correspond a la reproductibilité.
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1) Reésultats et discussion

1) Choix des méthodes

L’analyse Cérés effectuée ici vient confirmer les précédents résultats obtenus par le
laboratoire. En effet, le taux de récupération des poussiéres est de 1’ordre de 1 % de la masse
totale de I’échantillon étudié, ce qui représente un résultat tres faible en comparaison de ce
que I’on obtient avec le Heubach (10%). De plus, cette méthode ne respecte pas les conditions
de répétabilité¢ (pourcentage d’écart-type trop élevé) et les resultats obtenus ne sont pas
corrélables a ceux sortis par ’appareil Coulter. Enfin, cette technique ne permet pas de
discriminer les échantillons.

La figure ci-contre (Figure 1) illustre ces résultats et permet de mettre de c6té cette technique
au profit du materiel Heubach (combiné au Coulter).

2) Validation de la méthode par ajouts dosés

2.1. Caractérisation

L’échantillon présenté se caractérise par une forte hétérogénéité en termes de taille
d’élément et de nature (Annexe 6). Le nombre d’éléments comptés par le Coulter est tres
voisin entre total poussieres et PM 10, qu’il s’agisse de la récupération dans la bouteille
comme sur le filtre (Annexe 7). Ceci traduit que ces éléments se trouvent étre quasiment tous
de taille inférieure ou égale a 10 microns. Seule la fraction passant a travers le tamis de 50
microns présente une fraction comprise entre 10 et 50 microns relativement importante
(Annexe 8). Ceci nous donne un premier apercu de la composition des poussiéres en termes
de taille.
Les premiers résultats Heubach montrent que le taux de récupération dépend de la taille des
poussiéres (Figure 2). En effet, les poussiéres les plus fines sont retrouvées sur le filtre tandis
que les ¢léments plus gros restent dans la bouteille. Ceci est intéressant pour 1’ajout dosé car
I’utilisation de poussiéres trop grosses pourrait fausser les résultats obtenus. 1l a donc été
décidé¢ d’utiliser uniquement des poussiéres dont la taille n’excéde pas 50 microns. Ceci n’est
pas représentatif de la réalité car un lot de blé quelconque contient des poussieres de toutes
tailles, cependant le cadre du programme est respecté car nous nous intéressons aux
poussiéres comprises entre 0 et 10 microns.

2.2. Ajout dosé

Aprés analyse au Coulter, la figure ci-contre (Figure 3) montre une linéarité entre la
quantification des poussiéres et les concentrations d’ajouts dosés. Ceci est un élément
important pour la suite car il vient confirmer I’efficience de la combinaison des deux
appareils.
La série d’ajouts dosés réalisée permettra au laboratoire d’avoir des valeurs moyennes qui
serviront d’étalonnage pour la suite du programme EMICER. Ces derniéres sont importantes
car elles permettront de calculer les différents biais que 1’on peut avoir entre deux analyses.
La validation des résultats se fait en respect des conditions de justesse et de fidélité
(répétabilité), ainsi que de reproductibilité inter et intra-laboratoire.

.
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Comparaison de la récupération entre
Heubach et Cérés
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Figure 1 : Comparaison de la récupation des
poussieres des matériels Céreés et Heubach

Figure 2 : Pourcentage de récupération des poussiéres
avec Heubach sur le filtre et dans la bouteille

Figure 3 : Comparaison de la linéarité entre la quantification et les concentrations d'ajouts dosés pour Heubach et
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3) Analyses statistiques

Heubach

Les résultats des ajouts dosés effectués avec le matériel Heubach sont présentés dans
le tableau 1 ci-contre. Ces résultats sont obtenus grace a un fichier Excel qui respecte
scrupuleusement les normes en vigueur (V03-110 et 5725).

Les differents niveaux présentés correspondent aux concentrations de poussieres utilisees et
sont calculés en fonction des résultats obtenus pour chaque jour. Par exemple, le niveau 1
correspond a la compilation des 12 ajouts dosés realisés pendant les six jours, pour la
concentration de 0g, et ainsi de suite (il y a deux répétitions). Les valeurs cibles sont
naturellement égales aux moyennes de chaque niveau car il n’existe pas de travaux antérieurs
de ce type donc les valeurs trouvées servent de références. Les valeurs de tolérance sont des
pourcentages qui sont fixés en interne d’apres les précédentes études. Ainsi, on considére un
pourcentage de tolérance de 10% pour la répétabilité et de 20% pour la reproductibilité. Les
écart-types de répétabilité et de reproductibilité sont calculés selon le tableau 3 qui est détaillé
un peu plus loin.

Comme indiqué dans le tableau, les tests utilisés permettent de valider les résultats (voir les
deux lignes « conclusion ») en admettant qu’il n’y a aucune valeur aberrante ou hors norme.
Les résultats obtenus pour 1’analyse Heubach sont donc satisfaisants, tant du point de vue de
la répétabilité que de la reproductibilité.

Le graphique qui suit (Figure 4) montre le profil d’exactitude obtenu. On remarque
toujours qu’il n’y a pas de biais en raison de 1’absence de valeurs de références. Cependant,
Les valeurs de tolérance relative sont toutes deux comprises dans la limite d’acceptabilité,
déterminée grace au modele empirique d’Horwitz, ce qui traduit a nouveau des résultats
fiables et possibles a retrouver.

Finalement, on remarque que la courbe s’ouvre pour les niveaux de concentrations les plus
élevées. Ce phénomene reste logique car plus les concentrations de poussiéres ajoutées sont
élevées, moins les résultats sont précis en raison de la saturation du matériel. Malgré cela, les
résultats sont satisfaisants car de telles concentrations de poussiéres (2g pour 100g de grains)
n’ont jamais été observées dans la réalité, qui se rapproche davantage de 6g de poussieres
pour 100 kg de grains. Ces concentrations tres élevées ont été choisies de facon volontaire
afin de tester les limites de la méthode étudiée. En effet, le but de cette expérimentation est de
pouvoir la transposer a d’autres analyses plus globales, notamment sur de vrais chargements
ceréaliers.




HEUBACH

Référence Levell | Level2 | Level3 | Level4 | Level5 Level 6 Level 7
Niveaux 1 2 3 4 5 6 7
Nb de mesures 12 10 12 12 12 12 12
Valeur cible 7,322 33,809 71,453 96,341 | 121,402 220,188 255,584
Moyenne niveau 7,322 33,809 71,453 96,341 | 121,402 220,188 255,584
Ecart type de
répétabilité Sr 0,519 1,163 2,532 0,947 6,843 11,844 23,772
Coefficient de
variation C.\V.r 7,09% 3,44% 3,54% 0,98% 5,64% 5,38% 9,30%
Tolérance (%) 10% 10% 10% 10% 10% 10% 10%
Coclusion Ok Ok Ok Ok Ok Ok Ok
Ecart type de
reproductibilité SR| 0,444 1,411 4,148 3,587 10,758 37,211 49,046
Coefficient de
variation C.V.R 6,06% 4,17% 5,80% 3,72% 8,86% 16,90% 19,19%
Tolérance (%) 20% 20% 20% 20% 20% 20% 20%
Conclusion Ok Ok Ok Ok Ok Ok Ok
Tableau 1 : récapitulatif de I'ajout dosé avec Heubach
240% - Blé Poussiere Heubach
190% - ™.
\ .
= - = - - - -
S T i
\J; 140% - Iveaux
2 —_
0% =0 O——O—0 ‘ O |
0,0 100,0 0 300,0
— Biais Valeur basse tolérance relative
40% -

Valeur haute tolérance relative = -

= . |imite d'acceptabilité haute

= Limite d'acceptabilité basse

Figure 4 : Profil d'exactitude obtenu pour Heubach
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Coulter

Concernant les résultats fournis par le passage au matériel Coulter (Tableau 2), les
mémes conclusions sont dégagées, ce qui vient a nouveau confirmer I’efficience et la
complémentarité des deux méthodes. Les seuils de tolérance sont toujours les mémes et sont
respectes. Les valeurs cibles sont toujours égales aux moyennes des niveaux pour les mémes
raisons que précedemment. Les écart-types de répetabilité et de reproductibilité sont détaillés
plus loin et permettent de veérifier la justesse et la fidelité des résultats.

I1 est important de noter que j’ai rencontré des difficultés avec I’appareil Coulter en utilisant
la sonde de 100um. En effet, I’utilisation de blé comme matrice de base a eu pour effet
d’obtenir de nombreuses fibres allongées au lieu d’avoir des particules rondes (Annexe 9). De
ce fait, cette sonde, beaucoup plus fine que 1’autre, a eu tendance a se boucher réguli¢rement
ou a donner de faux résultats. Cependant, la comparaison des résultats obtenus précédemment
avec les deux sondes donne une trés bonne corrélation ce qui m’a permis de n’utiliser que la
sonde de 280p (Annexe 10).

Le profil d’exactitude (Figure 5), quant a lui, est un peu différent du précédent car on
note une certaine limite a environ 8000 particules. En effet, on peut imaginer que les valeurs
de tolérance relative sortent des limites d’acceptabilité au-dela de ce niveau. Ceci traduit une
limite de la méthode, mais rappelons que de telles concentrations restent trés rares, voire
inexistantes. A part cela, ce profil est intéressant car les valeurs de tolérance se situent toutes
dans les limites d’acceptabilité.




COULTER

Référence Level 1 | Level 2 | Level 3 Level 4 | Level 5 Level 6 Level 7
Niveaux 1 2 3 4 5 6 7
Nb de mesures 24 20 24 24 24 24 16
Valeur cible 758,396 | 1321,500 | 2535,958 | 3161,750 | 3951,792 | 5601,792 | 7695,313
Moyenne niveau 758,396 | 1321,500 | 2535,958 | 3161,750 | 3951,792 | 5601,792 | 7695,313
Ecart type de
répétabilité Sr 45,705 92,344 | 199,085 | 145,022 | 218,907 329,167 187,627
Coefficient de
variation C.V.r 6,03% 6,99% 7,85% 4,59% 5,54% 5,88% 2,44%
Tolérance (%) 10% 10% 10% 10% 10% 10% 10%
Conclusion Ok Ok Ok Ok Ok Ok Ok
Ecart type de
reproductibilité SR | 69,029 | 193,069 | 393,839 | 386,676 | 386,858 561,875 | 1326,635
Coefficient de
variation C.V.R 9,10% | 14,61% | 15,53% | 12,23% | 9,79% 10,03% 17,24%
Tolérance (%) 20% 20% 20% 20% 20% 20% 20%
Conclusion Ok Ok Ok Ok Ok Ok Ok

Tableau 2 : récapitulatif de I'ajout dosé avec Coulter

160% - Blé Poussiere Coulter
\ L]
140% - -"'--—._._.
- 1200/0 B /_\_/
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= Limite d'acceptabilité haute

Figure 5 : Profil d'exactitude obtenu pour Coulter
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Pour finaliser ’analyse, la feuille de calcul montre les relations entre les écart-types
(répétabilité et reproductibilité) en fonction des niveaux de poussieres (Figure 6). Ces figures
sont basées sur le tableau ci-contre (Tableau 3). La plage de validité est calculée selon la
norme V03-110. Le calcul de I’écart-type de répétabilité est effectué grace a 1’analyse de la
variance (ANOVA) d’un mod¢le a effet aléatoire selon la décomposition de la somme des
carrés des €carts totale en deux sommes des carrés d’écart, tel que :

[ J _2 oy 2y 2
Zz(z,} —zJ =¥ ¥ (z-2) +2Jx(z,- - z)
i=1 l|'-='| =1 .f=1 i=1

SCE, SCE, SCEg

Avec :

- SCE; : lasomme totale des écarts a la moyenne générale du niveau
- SCEpg : lasomme des écarts inter-séries
- SCE, : lasomme des écarts intra-séries

Cet écart-type de répétabilité est ici de Sr= 0,08x-2,1 pour Heubach ; il renseigne toujours sur
la justesse et la fidélité des résultats, c’est-a-dire la capacité du laboratoire a obtenir les
mémes résultats durant le méme jour d’analyse, avec les mémes opérateurs. Comme le montre
la figure 6, la relation entre cet écart-type et les différents niveaux de poussiéres présente une
linéarité. La limite de quantification (LQ) est un seuil au dessus duquel 1’analyste est capable
de garantir que la méthode produit des résultats valables. En dessous de ce seuil, la validation
des résultats devient impossible. Ici, on remarque qu’elle se situe légérement au dessus de la
plage de validité et donc que les valeurs situées entre 7 et 7,32 ne peuvent pas faire 1’objet
d’une validation. Cependant, cet écart reste trés faible, il est donc considéré satisfaisant, mais
il faut faire attention aux valeurs qui sortent de la plage de validité.

L’écart-type de reproductibilité est calculé selon la méme norme et indique la différence
maximale que 1’on peut obtenir entre deux reproductions d’analyse, c'est-a-dire la capacité du
laboratoire a obtenir les mémes résultats sur des jours d’analyse différents. Pour Heubach, il
est d’environ 20% ce qui peut paraitre ¢levé mais reste acceptable.

Au niveau de I’analyse Coulter, on obtient une LQ tres satisfaisante car elle correspond a la
borne la plus basse de la plage de validité. Par voie de conséquence, tous les résultats entrant
dans cette plage pourront étre validés et assortis d’un niveau d’incertitude (Valeur + Ecart-
type). Concernant les écart-types, la pente de celui de répétabilité est proche de 0% ce qui
représente un résultat idéal. En effet, cela signifie que ces écart-types ne sont pas différents
d’un échantillon a I’autre et donc que la répétailité est assurée.

L’écart-type de reproductibilité, quant a lui, a une pente aux alentours de 14% ce qui est un
peu mieux que le précédent et traduit une bonne reproductibilité intra-laboratoire d’un jour sur
I’autre. A noter que sans le dernier point, cette pente se rapprocherait également de zéro. Il
serait intéressant de voir I’écart-type de reproductibilité inter-laboratoires mais ce résultat sera
acquis plus tard.

.




Ecart type de répétabilité

Poussiere Heubach
Plage de validité [7 - 256]
Ecart-Type de répétabilité Sr Sr =0,08x -2,1
Limite de répétabilité r r=2.77*Sr
Différence critique DCr DCr=1.98 * Sr
Ecart-Type de reproductibilité SR SR =0,19x-6,2
Limite de reproductibilité R R=2.77*SR
Différence critique DCR DCR=2.8 + \(SR*—0.5 *5r2)
Incertitude élargie UE UE = 2*SR
LQ= 7,32
Tableau 3 : Mesure des écarts-types (Heubach)
Relation entre écart-type de répétabilité et Relation entre écart-type de reproductibilité et niveaux de
25,0 niveaux de poussiéres R 60,0 Poussiéres
o 50,0
200 Ty - 0,08x- 2,95 s B0 fi:;z_o,’f 8,23 ,?
15,0 R2=0,84 2 s e 2
g "
e 10,0 P Z 32 Rl
S & £ & 200 -
5,0 ‘/" &2 100 e
00 & €7 ¢ : . & 00 oo : .
. 100 200 300 0 100 200 300
Niveau en g/q Niveau en g/q

Figure 6 : Relations entre les écart-types (répétabilité et reproductibilité) et les niveaux de poussiéres

|

Poussiére Coulter
Plage de validité [758 - 7695]
Ecart-Type de répétabilité Sr Sr =0,03x+81,41
Limite de répétabilité r r=2.77 *Sr
Différence critique DCr DCr=1.98 * Sr
Ecart-Type de reproductibilité SR SR =0,16x-85,25
Limite de reproductibilité R R=277*SR
Différence critique DCR DCR=2.8 * \(SR>—0.5 *Sr?)
Incertitude élargie UE UE = 2*SR
LQ 758
Tableau 4 : Mesure des écarts-types (Coulter)
Relation entre écart-tzpelc:e répétabilité et niveau Relation entre écart-type de reproductibilité et niveau
c 500,0 outter Coulter
2 y = 0,00x + 107,51 c 1500,0
£ 4000 R*=10,03 o ¢
2z b y=0,14x - 16,24
@ > 300,0 S 1000,0 RZ=0,77 >
] % =
v 2 * 3£ o
3 £ 200,0 S S 3 ~
g8 g3 5000 >
E. 100,0 __q!-----‘--- E"F: '.' 2
5 . g = >
“ 0,0 T T T 1 §> 0,0 ' T T T 1
0 . 2000 4000 6000 8000 S 0 2000 4000 6000 8000
Niveau en particlues/ml w Niveau en pg/kg

Figure 7 : Relations entre les écart-types (répétabilité et reproductibilité) et les niveaux quantifiés par le Coulter




IV) Conclusion

1) Utilisation pratique en laboratoire et validité des résultats

Finalement, les méthodes sont choisies en fonction de nombreux parametres différents

parmi lesquels on trouve :

- les limites de détection et de quantification,

- lajustesse et la fidélité (répétabilité) ainsi que I’exactitude et la reproductibilité,

- larobustesse,

- la spécificité,

- larapidité et I’aptitude a I’automatisation,

- lecodt et la durée du test.

2) Applications pratiques sur le terrain

Ces méthodes, développées par le laboratoire, vont permettre de mettre en place des
applications pratiques, qui se rapprochent de la réalité. L une d’elles, par exemple, consiste a
piéger des poussieres sur un site de chargement de céréales. Une telle étude a déja été menée
en juillet 2013, a titre prospectif, et a donné les résultats ci-aprés. 6 pieges ont été disposés sur
différentes zones du port de Bayonne afin d’étudier le pouvoir volatile des poussieres.

Les objectifs de cette étude prospective sont divers :

- Déterminer la taille des éléments passant dans 1’air pour caler la lecture Coulter.

- Avoir une idée de la distribution des éléments dans le volume environnant le site de
chargement (exploratoire).
Plusieurs moyens ont été développés pour cette expérimentation :

- Etude portant sur deux chargements différents de mais (Waxy et classe A)

- Positionnement de pieges a poussiéres sur 6 zones distinctes sur le port de Bayonne

- Les pieges a poussieres sont présentés en deux formats différents pour évaluer
I’incidence du mode de captage (pots et boites)

- Une base 0 est mise en ceuvre dans chaque zone pour évaluer le bruit de fond non
imputable au chargement de matiére (temps 0 sur le graphique).

Les résultats ainsi obtenus sont sous 1’influence de I’hygrométrie, de la présence de vent, de la
distribution spatiale des boites et de I’humidité de I’échantillon. Il faut noter que les point B et
D correspondent aux tapis de chargement.

Le choix de ces méthodes est une problématique importante en termes de pollution
atmosphérique. Dans une perspective d’avenir, la mise au point de tels protocoles
permettraient de quantifier les émissions de poussiéres, non seulement dans le monde
agricole, mais également aux niveaux urbains (notamment les véhicules) et industriels qui
sont devant en termes d’émission de particules. En effet, le fait de connaitre la quantité et les
compositions chimique et physique des poussiéres émises permettrait de mieux appréhender
cette problématique et de réduire ces émissions. Les connaissances théoriques acquises
pourraient également apporter des réponses quant aux traitements appliques sur les grains de
ceréales afin de réduire leur pouvoir émissif. Enfin, il ne faut pas oublier qu’il s’agit 1a d’un
probleme de santé publique qui touche énormément les pays en voie de développement et qui
peut, a plus long terme, devenir un fléau pour nos sociétés.

g



Utilisation en laboratoire : gestion et validité des résultats

2 répétitions :

On choisit un couple, parmi
les quatre valeurs, qui entre
dans le domaine de validation

ValeurV1
ValeurV2

Analyse simple

O Iviv2sr

Non

ValeurV3
Valeur V4

M = (V1+V2+V3+V4)/4

Valeurfinale:

r = répétabilité de I'analyse

Valeurfinale:
M= (V1+V2)/2

Valeurfinale:
M= (V3+V4)/2

ALVEVONR

Valeur V1’
ValeurV2'

4

- .

VT2 |sr

Non

Valeur V3’
Valeur V4’

Non

QOui

=

Oui

Ve )

Valeur finale:
M’ = (V1'+V2'+V3'+V4') /4

En cas de contre analyse ou de litige

Valeurfinale:
M= (V1'+V2')/2

Valeurfinale:
M’ = (V3'+V4')/2

—

Oui
IMM <R | EED)

Résultat
compatible

¥

Non




Utilisation dans le cadre de ’expérimentation terrain

Outils : deux modes de prélevement mis en jeu :

- Pots de 9,62 cm2 (séquences de prélévement)

- Boites de 231,2 cm? (prélévement sur toute la durée du chargement)

/

/

1

Reésultats de I’expérimentation prospective (2013) :

Particules par ml

1]
005
1175
LEWH)
1475
1625

Différences de dépbts sur
les couvercles

Dépots de grains et
glumelles
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Annexes
Annexe 1 : dangerosité des poussieres

% des particules totales en suspension

-

1 3 4 7 10 30 70 100
Diamétre aérodynamique, en micromeétres

FI1G. 2 — Les fractions conventionnelles sont représentées par les zones
que délimitent les courbes. @ : alvéolaire ; @ : trachéo-bronchite ; ©+@ :
thoracique ; @ : extrathoracique ; @+ @+4®@ : inhalable. INRS ND 2098.

0ao0,1 Particules ultrafines
0,1a25 (PM,s) Particules fines

2,5a10 (PMyp)  Particules grossieres ou grosses particules

Tableau 1 : classification des poussieres en fonction de leurs taille (Sammut , 2007)

>PMyg Particules totales en - L’ensemble des poussiéres dans 1’air

suspension .
- Inhalable a travers le nez et la bouche

PMyo Poussieres inhalable Poussieres qui pénétrent le larynx

PM; 5 Poussieres respirables Poussieres qui pénétrent les voies respiratoires

Tableau 2 : classification des poussieres en fonction de leurs taille (Chin Shan Li, 1994)




Annexe 2 : Norme 5725

FAQD23315 1S5M 0335-3931
NF ISO 5725-1

norme fran¢caise Décombre 1994

Indice de classement : X 06-041-1

Application de la statistique

Exactitude (justesse et fidélité)
des résultats et méthodes de mesure

Partie 1: Principes généraux et définitions

E: Application of statistics — Accuracy (trueness and precision) of
meagurement methods and results-— Part 1: General principles
and definitions

D: Amwendung der Statistik — Genauigkelt (Richtigkeit und Prizigion)
der Messverfahren und Ergebnisss — Teil 1: Grundsétze und Begrifie

Morme francaise homologuée par décision du Directeur Général de 'AFNOR
lz 20 nowvembra 1994 pour prendre effet le 20 décembre 1994,

Remplace en partie la norme homologuée NF 150 5725, de décembre 1987,

COfrESpﬂnd&nCE Le présent docurnent reproduit intégralement la norme intemationale
IS0 5725-1:1984 et son rectificatif technique 1:1998,

analyse Le présent document établit les principes de base pour 'agencement, I'organi-
sation ef 'analyse des essais prévus pour la détermination de I'exactitude des
résultats et méthodes de mesure, Elle présente des définitions pratiques de la
fidélité et de la justesse qui s& prétent & une détermination numeérique par
ExpErience.

dESCFiDtEUFS Thésaurus International Technigue : statistiques, anslyse statistique, mesu-
rage, résultats o' essal, essal de laboratoire, caractéristigue de mesurage, esti-
mation, exactitude, fidélité, principe, définition.

mOdiﬁcatiUnS Par rappaort & la précédente édition, la révision restructure en six parties le
texie de la norme. De nouveaux concepts sont abordés :

— la partie 3 fournit des mesures intermiédiaires de la fidélité,
—-la partie 4 introduit la netion de justesse lexprimés en terme de biais),

— la partie 5 présente des méthodes alternatives aux méthodes de base pour
la détermination de la justesse et de |a fidélits,

corrections Par rapport au 1% tirage, ajout du rectificatif 1 qui modifie le tableau 2 de la
page 10,

Edité ot diffusé par FAssociation Frangalse de Normalisation (AFNOR), Tour Europe 92049 Paris Lo Défense Cedex
Tél. : 01 42 81 55 56 — TéL imernational : + 33 1 42 91 58 85

@ AFNOR 1594 AFMOR 1334 2* tirage 00006
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Annexe 3 : Norme V03-110

@ i3 AFMOR 2010 — Tous drolts résendas

FA1G0044

Bourigue AFNOR porr - FNPSMS le 28/04/2011 03:42

158N 0336-3831

NF V 03-110

norme frangaise

Indice da classemeant : W 03-110

ICS : 67.050

Analyse des produits agricoles et alimentaires

Protocole de caractérisation en vue

de la validation d'une méthode d'analyse
quantitative par construction du profil
d'exactitude

E: Analysis of agi-foodstuffs — Protocol of chamacterization for the validation of a quantitative
migthod of analysis by construction of an accuracy profile

O: Analysevon landwirschaftlichen Produkten und Nahrungsrmitbeln —
Kennzeichnungsprotokoll zur Anerkennung eines quantitativen Analyseverfahrans
durch Aufbau des Genauighksitspmofils

Norme francaise homologuée

par décision du Directeur Général FAFMOR la 28 awiil 2010 pour prendre effet le 28 mal 2010.
Remplacs la norme homaologuée NF W 03-110, de décembra 1008,

Correspondance

A la date de publication du présent document, il n'existe pas de travaux intemationaws ou
europdans traitant du méme sujet.

Analyse

Descripteurs

Ce document définit une procédune de carmctéisation d'une méthode d'analyss quantitative, an
vue de sa validation, basée sur la construction puis linterprétation d'un profil d'eactiiude,
Cette procédure est applicable pour la walidation inteme dana un laboratoire d'esssais
agroalimentaire mais peut étre étandus & l'imierprétation de données collectées dans la cadre
duna éude inter laboratoires congue salon les recommandations de la nome NF 180 57256,
Blle ne a'applique pas aux easais microbiologiques qui font Mobjet de lanorme NF EM 150 16140,

L'approche pemnet une validation inteme de méthodes non normalisées, de méthodes
congues/développées par le laboratoire, de méthodes nomaliséas employées en dehors de leur
domsine dapplication préwu, damplifications ou de modifications de méthodes nomalisdes sinsl
que de méthode altemative par rapport & une méthode de référence,

Ge document ne s'appliques qu'aux méthodes complétemeant développées et mises au point.
En particulier, la sdlectivitd/spécificitd doit avoir 666 &udiée ainsi que le domaine dapplication de
la méthode & valider, an tarmes de types de matrice et de niveaux de concentrations.

Thésaurus International Technique : produit dimentaire, laboratoire danalyses, méthode
danalyse, analyse quantitative, ésaluation, protocole, statistique, exactitude, caleul, dcart-typs,
définition,

Modifications

Corrections

produit alimentaine, laboratoire d'analysses, méthode d'anslyss, analyse quantitative, évaluation,
protocole, statistique, exactitude, calcul, écart-type, définition.

Par repport au 1% tirage, modification de la liste de commission,

Exiitén et difuséie par 's ssooiation Frargaise de Mormalisation (AFNOR) — 11, rue Francis de Preasansd — B3571 La Plaine Saint-Denis Codex

Tél. : + 33 (01 41 62 8000 — Fax : + 33 [0)71 43 17 80 00 — waww.arfnor.ong

©AFNOR 210

AFNOR 2040 29 tirage 2010-08-F
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Annexe 4 : matériel Heubach
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Annexe 5 : matériel Coulter

Unite filtrante
récupération
des poussieres




Annexe 6 : granulométrie de 1’échantillon

Distribution des granulométries sur
échantillon global
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Annexe 7 : composition granulométrique des poussieres récupérées
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Annexe 8 : Analyse Coulter (nombre de particules par classes de granulométrie)
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Annexe 9 : Observation au microscope des poussiéres récupérées

Grossissement : x 100

Taille des poussieres : entre 1Imm et 0,5 mm

Grossissement : x 500

Taille des poussieres : inférieures a 0,5 mm




Annexe 10 : Comparaison de la linéarité des résultats obtenus avec les deux sondes du matériel

Coulter (100u et 280)

poussiéres totales avec la sonde 100um
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Résumeé

Les activités humaines sont responsables, en grande partie, de la pollution atmosphérique
générale. L'émission de fines particules par I'industrie, les transports, mais aussi I’agriculture, est
devenue un probléme majeur, notamment en termes de santé publique et de nuisances pour les
écosystemes. La difficulté de gestion de ce probléme réside surtout dans le fait qu’il n’existe pas, a ce
jour, de méthode précise permettant la quantification et I'analyse de composition de ces poussieres.
Les laboratoires GERM-Services et FNPSMS, spécialisés dans I'étude des semences agricoles, ont
donc mis au point un programme (EMICER) permettant de mettre au point une méthode d’analyse.
Deux méthodes ont été mises au point par ces laboratoires : Heubach et Coulter. La premiére permet
de récupérer les poussieres végétales qui se retrouvent a la surface des grains et qui sont expulsés
dans l'air sur les zones de chargement céréalier. La deuxieme, dérivée de la recherche médicale,
permet de quantifier ces particules. Des seuils ont déja été fixés concernant la taille des particules
nuisibles en fonction de leur dangerosité : on s’intéresse donc aux poussiéres inférieures a 10 um
(PM 10 et PM 2,5 plus précisément). Des échantillons de blés ont été analysés a I'aide de ces deux
appareils afin de vérifier leur efficience. Les résultats obtenus ne représentent que la premiére partie
du travail mais restent encourageants pour la suite. En effet, il ressort que la méthode mise en place
respecte les normes imposées, a savoir la répétabilité (justesse et fidélité) des analyses, et leur
reproductibilité. La mise au point de ces méthodes est un enjeu global car il peut permettre, a plus
long terme, de limiter ces émissions de particules, et donc tenter de faire face a ces probléemes de
pollution de plus en plus répandus sur I’'ensemble de la planéte.

Mots clés: Pollution atmosphérique, poussiéres végétales, céréales, quantification de
particules, établissement de protocole, normes sanitaires
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