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Détermination du taux d’huile des graines de cotonnier par
specirophotométrie dans Ie proche infrarouge

C. Marquié, &.-bL Tessier

CIRAD-CA, laborataire Je technologie cotonniges, BP 533, 34012 Momtpellisr Cedex 61, France.

Résume

ies auteurs donnent les resuliats g'una Stude préliminare sur
létatonnags d'un soectraphotamitra daps le proche infrarpuge
pour determiner i@ taux dhuwle des granes de ocotonnier. La
validation de I'dtalcnnage met en évidence une corrélation insuf-

fisants enire les valaurs de reference ot eelles sbtenues par
spactropholomatric (cosfficent de determinagion @ 0.7%. Les
auteirs proposent des amealicraticns a agporter dans le condition-
nemant 2t la mesure des achartillons.

MOTS-CLES : graines as estonnier, huile, spectrophotomelrie proche infrarouge.

Introduction

La spectrophotométrie proche infrarouge (SPIR) est
une technique de dosage et de caractérisation moléculaire
dont les premiers développements par l= Ministere de
1"agriculture des Etats-Unis remontent 2 plus de 25 ans.
Elle a rencontré un tort intérét dans Uindustrie céréaliere
pour ke dosage de Uamidon en particulier (WILLIAMS et
NORERIS. 19901,

Nous avons employd la SPIR dans le but Jde détertuiner
la tenzur en huile d"Zehantillons de graines de cotonniers
provenant d'essais variétaux, obtenus dans le cadre de
programmes 4" amelioration variétale,

Actuellement, 1a plupart des méihodes de détermina-
tion da taux d"huile 4"un échantillon repose sur I'extrac-
tion des lipides par un solvant organique apelaire el que

I'hexane. Ces methodes, assez fastidieuses, impliquent la
réalisaiion de nombreuses pesees etune durde d"extraction
relativement longue tune vingtaine d'heures, dans le
cas de la méthode crusse- publide par BOURELY,
en 1982

Par rapportt 4 ces méthades, l2s avantiges de la SPIR
sont notabreus. La SPIR ne necessite pas de competence
particuligre pour Mwilisateur une fois Uétalonnage realisé.
Pour des constituants qui présentent des caracteristiques
spectrales suftisamment specitiques reau, lipides, gluci-
dest la SPIR est intéressante en raisan de la mpiditd de la
réponse, de la taible quantité de produit (récupérable)
nécessaire, du cotit de revient des analy ses et de [a fiabilite
des appareils congus pour fonctionner souvent dans un
environnement industriel.

Principe de la SPIR

Le principe de la SPIR est basé sur action des tadia-
tions électromagnetiques au niveau des molscules organi-
ques.

En effet. les électrons de 1a linison covalente tde type ©
ou &y absorbent Uénergie de la radiation proche infrarouge
quand la fréguence de celle-ci est identique 4 celle de la

vibration pour passer a un niveau énergatique supéricur.
L’enerzie absorbae dépend des atomes constituant la liaison
2t de leur environnement dang la molécule. Lexcitation
des élecirons a pour effer davgmenter Uanmiplitide des
vibrations et de modifier " angle tormé par les deux liaisons.
Les vibrations les plus signiticaiives sont celles des liaisons
constituees 3 atomas de masses atomigques tras différentes
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iC-H.C-0.N-H.C=0, C=N...}. Chague type de vibration Thaque counstituant d'un preduit organique presente
st produit par une radiation de fréquence ou de longnevr done un spectre d'absorption caractéristique dans le do-
d"onde spécifique. maite infrarcuge., avec des bandes specifiques.

Prineipe de la mesure

2 lumigre incidents (dmise par uns source lumineuse. La réflevion spéculaire correspond 4 la lumidre réflé-
fiz. L1 ast sélectivement absorbsde ou réfléchia @ nne partis chie divectament par la surface des particules constituant
est absorbée par les linisons des constituants, [ autre partie I"échaniillen. Cette réflexion dépend entre aunires de la
est rétlechie de deux fagons différentes. tzille. de Uétat de swrface et de la forme des particnles.

. radiation diffuse

4 déiecteurs /,/ e th\

1
|
!
)

| Radiation
- spéculaire

Matériel broyé

Fignre 1

Principe del'analyse par réflexion dans le proche infrarouge. L'information ehimique est contenue uniguement dans
1a radiation diffuse.

Principle of analysis by near infrared reflection, The chemical information is contained solely in the diffuse radiation.

La réflexion diffuse corraspond & la luniére non absor- dire {'absorbance des antres constituants (DAVIES et
Bée gui. aprés un trajet aléatoire dans 1'échantillon, est GRANT, 1987 : WETZEL. 1983,
renvoyee a la surface de 1'échantillon et réfléchis. Son
intensiteé dépend essentiellement du type ef du nombre de Pour! étalonnage de appareil. lavéflectance durayon-
Haisons chimigues présentss dans le produit analysé. nement est mesurée pour de nombreux Echantillons de

référence, a différentes longneurs d'onde.
Lzs apparetls danalyse par réflectance dans le preche

infraronge mesurent la totalité ds la guantité 'énergis A& 1'pide des valeurs d'absorbance obtenues et des
réfléchie par un échantllon soumis & une radiation lumi- valeurs de référence donndes par une antre méthode de
neuss donr le domaine spectral est compris enire [100 et Iaborareire, une analyse de régression lindaire multiple par
2500 nm. Le rapport entre lamidrs érniss et lumiére réfle- la reéthode das moindres carrés est réalisée. pour détermi-
chie st fonction de 1a nature des composes présents dans ner une équation de prédiction. Cella-ci pent &tre appli-
le produit. Le speotre " absorbance représenie 1a somme quée pourealculerle taus dhwile d*échantillons inconnus.
des spectres de nombreux coustiuants st comporie sou-

vent des bandes qui se recouvrent. L'expioitation des Pour la validation de la méthode, d’autres echantilions
spectres nécessite alors, pour chaque constitmant 3 analy- de graines, indépendanis de 1a gamme ayant servi 3 'éta-
sar, de tenir compte de la réilexion & plusieurs longusurs lonnage et dont la teneur en lipldes a &8 préalzblement
d onde. Ce gqui permet de pallier les interlgrencas, cest-a- déterminde, sont analysés parla SPIR. Les valeurs prédites

seni comparées aus valeurs de référence.
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Matériels ei méthodes

Matéricls

Les mesures da specires dans le proche infrarougs sont
effectudes avec un appareil Nirsysteme 430 Perstorp
couplé 4 un ordinateur Intel 386 302-20 (mis 4 notre
disposition par le laboratoire de b, Guyor, CIRAD-CPy.
L ensemble du sysieme estexploité par le logiciel st 205,
mis au point par SHENK et WESTERHAUS 11991,

Trols centirente et un échantillons de graines de coton-
mier nugs et brovees de provenances diverses (hMali, Bur-
kina-Faso. Togo. Sénégal, Thailande, Bénin et Brésily ont
£lé utilisés pour réaliser Peralonnage,

Par ailleurs, 82 dchantillons de graings de cotonnier.
préparés dans les mémes condirions que celles employées
an cours de Uctalonnage. sont utilisés pour valider la
méthode.

Les mesures d"absarption dans le proche infrarouge,
pour chaque échantillon de graines broyées at non condi-
tionnées (humidité relative non contrdléey, sont réalisees
par réflexion enire | L) et 2500 nm. Le specire de chaque
échantillon est la movenne de 32 spectras obtenus pendant
la rotation de la chambre de mesure.

Ladétermination du raux d"huile de chague dchanrillon
de graine. setvant 4 étalonnage et & la valdation de la
méthode spectrophatomerrique. est réalisée par 1a mé-
thode «russe - (BOURELY, 19321

Méthodes d étalonnage
L'étalonnage est réalisé a partir d'un fichier de 331

spectres, structurd par les procédures statistigues suivan-
tes.

* snalyse en coruposantes principales 1 ACPi. L'ACP
est utilisée pour réduire le nombrz de variables réelles,
clest-a-dire e nombre de longueurs d'ande comprises
entre 100 et 2500 nm. 3 un nombre de variables compa-
tible afin que les caleuls de distance de bMahalanobis ne
solent pas trop lourds,

» Distance géneralisée de Mahalanobis cWILLLAMS ot
NORRIS, 19371, Cetie distance est. pourun spectre donng,
sadistance enunites d absorbance par rapport 3 la moyanne
de tous les speetres :cantre de gravitgy pour une ou plu-
sieurs longueurs d'onde données. Ces distances mesurdes
en terme de ~H- dotvent rester inférieures a 3
tWESTERHAUS et SHENK. 19911

Dans le cadre de notre étude 3 dchantillons, pour les-
quels i «H- est supérieur 2 3. sont considéres comme
arypiqueas et rejetes du fichier.

Afin de dérerminer les echantillons les plus représenta-
tifs dz la population qui duivent éire utilisés pour effeciuer
I'étalonnage., une sélection statistique est réalisée par un
caleul de distances de hMahalanobis ; cecl pour identifier et
szlechionner les spectras qui ont le plus de voising les ples
proches.

Le traitzment mathemarique a permis de sélecticaner,
pour I'étalonnage, 244 échandlions gui sont dosés par
ailleurs par ta meéthode de reférence.

Létalonmage permet d*assocler une valeur mathémati-
que a chaque spectre, qui sera elle-méme associde A la
valeur de référence.

Résultais et discussion

Détermination de 1'équation d’étalonnage

Le logiciel Isi 305 offre 1a possibilité de chatsir parmi
plusizurs paramétres qui influent sur les performances de
I'étalonnage (choix du tralrement mathématique. de la
méthode de calcul de la régression, du domaine de Ton-
gueur d’onde utilisé. du nombre de validatons craisées ...
Les paramatras sélectionnes qui nous one permis 4" obienir
les meillenrs résultats sont les suivants ;

- étendue du spectre, 1100 om - 2300 am :
- traitement mathématique :

- dérivée seconde.

- pas. 5 nm,

- lissages, Set |,

- méthode de régression MPLS (-~modified partial least
square»y
- validation croisee. 41

- nombre de termes de [Mequation de prediction, 12.

Laméthode MPLS permet de réduive les erreurs duss an
caleul matriciel des distances de kahalanobis.

Les variations de spectres dues aux etfets de surface,
intervenant lorsque le signal de rétlectance estdirectemant
urilise, peuvent ire réduites en utilisant les dérivées pre-
micees 21 secondas de Log de « /Ry (COOPER, 1983
NORRIS et WILLTAMS, 1934, L utilisation des dérivées
secondes donne généralement de meilleurs résultats
{DARDENNE et BISTON. 19363,

Sile brovage des produits dans des conditions rigoureu-
ses de granulométrie est un tacteur preépondérant
(OSBORNE. 1983, I'atilisation de dérivées secondes
permet d estormper largement les différences.
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Lz spectre de chaque échantillon est enregisteé avec un
pas de & nm. Pour avolr la meilleurs précision, le pas doit
étre le plus petit possible (fig. 2y,

Les Hisages successifs parmettent d2 diminger le bruit
de fond,

Laprocedure 4" étalonnags consiste A choisir irois quarts
des échantillons sur izsguels un modale de régression
multiple est développe | BPLS 1L Celoi-of est ensuite appli-
gue au quart des echantillons vestants. La procedure est
répstde frols fois, en réservant foujours tm guart des

Log €183
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echantillons peour la validation. Les eaits des quatre
prédictions sont cumuiés pour obtenir une erreur standard
de validation, dont le minimum fize le nombre de facteurs
z introduire dans le modele. Le modale final est alors
racalenle sur Pensemble des échantillons.

Lz nombre maximal de termas de Uéquation est fixd a
12 par expérimentateur. Lors de la validation creisde. le
logicizl choisit l2 nombre de termes nicessaires permet-
tans detablir la meilleure dgnation d’étalonnage. Une
honne évaluation du nombre de termes nécessaires est de
un terme pour 10 échantillons.
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Figure 2

Spectre d'absorption daus [e proche infravcuge d'om échantillon de graines de cotonnder (R étant Ia réflectancel.
Absorption spectrum in the reqar infrared of & sample of cotton seeds (R, reffectancel.

La validation croisée élimins encore un certain norbre
de spectres dont Udeart entre les valewrs prédites ot les
valeurs de rétérence est supérisur 2 2 % d’haile (valear ds
«T-, fizge par Pexpérimentateur’. Dix dchantillons prs-
setiant un ~H- ov un «T- rop important sant rejetés.

Les resultats de "étalonnage sont donnds dans le ta-
hlzau |

Validation

L éalonnage est validé en analysant 52 échantiflons
indépendants.

Le coefficient de corrélation entra les valeurs da réfé-
renceat les valeors prédites estde 0,338, soitun coetiicient
de détermination de 78,8 %,

La validation de cet étalonnage montre que la corréla-
tion entre les valeurs de référence et les valevrs prédites

n'est pas mauraise, mais insuffisante pour utiliser cette
équation de prédiction.

Propaositions ¢ amélioration de la méthode

D fait que les parardtres des équations sont détermi-
nés & partiv de Uensemble du spectre de chaque échan-
tillon, [2 variation de [2 teneur en eau peut influer sur
"analyse specrophotométrique.

Mous suggérons de procéder 4 un nouvel étalonnage de
la détermination de la teneur en huile a partir de 120
échantillons de graines de cotonniar izsus d'une banque de
génotypes, conditionnds A0 ou d 80 < d humddits relative,

Le broyage des grainss de cotonnier sera standardise
environ 20 g de graines seront broyés au moulin 3 café en
& pdriodes de 3 secondas, entre lesguezlles la matidre sera
homogénédisde au moyven d'une spatule.
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TABLEAU |
Caractéristiques de I'étalonnage véalisé sur 234 échantilions de graines de cotonnier

délintées.

Characteristics of the calibration carried out on 234 delinted cotion secd samples,

Traitement mathématique
klethode de ragression
Cross-vatidation
Nombre dz termes
N
MOY
SEC
RS
SECY
I-VE
BLsIS
SEP

N nembre d'gchoniillms sélactionnes powr 1
MY anme de T neur en Suide de i population
SEC ; err dz calibranan |

RS : coefficient
saieurs SPIR;
SECY :ervenur standard A= cros -y
vilewr sera dans le mellleur Jdes
YR variance |

BLAIS : mo
chantillan;

Clly W22

o P

witce shandard Jevignon,

Tadstarmination 42 la teneur enhuile par lamaéthode de
réference methode vrusse. 3 sera obienue & partic de 3
analyses, dont on considdrera la movenne des resuliats
pour aveir uneg erreur relative de - ou - 11,23 7 d'hwile. La
valeur de « T différence wlérde enire les valeurs obie-
nues a2t las valenrs préditest sera cholsie en fonctian de
Ierreur relative observee sur les résuliars obtenus 4 partir
de la méthode de reference,

La validation de "étalonnage sera faire sur 4 échan-

slidarsn. Bl deittidor
moris: entre 6.5 e

smination de zaltbarion, obtenu < aprds b deoitz eiablie entrs es valeurs de reférence ot les

quemer:tendravers ) Cependant,  aprds i litdrmturs cette
.

anitzs par 11 SPIR et 23 valeurs dz ceference pour plusizurs

TS i
{ES and 1}

tillons n'ayant pas secvi & 'étalonnage =t la corrélation
enfre l2s valeurs NIR et les valeurs de référence ssra
détarminee. 5il'éalonnage ne 5”avére pas satisfaisant, les
donness speetrales de ces 40 dchantillons seront assem-
bldes au fichder wnitial 2t un nouvel étalonnage sera réalise,
Une validatfony devra alors étre effectude avec 40 autres
gchantitlons etc.

[test probable qua le nambre déchantitlons nécessaires
pour obtenir un meilleur eralonnage soit superizur 4 120,

Couciusion

Lesrésultats de cette étude préliminaire montrent que fa
détermination du taus d huile des graines de cownnier par
1a SPIR ear réalisable.

Toutefois, bizn que les caracteristiques d étalonnage
obtenues par la -cross validation - solenr corractas 1 RSQ >
.91 lavalidarion de la méthode meren évidence unnivean

de carrélation entre les valeurs de réfsrence e les valeurs
SPIR trop faible pour l2s exigences du laboratoire.

Pour réaliser "éialonnage et ensuite les analyses, il
conviant de micux standardiser le made de préparation et
de condirionnament des dchantillons dont les caracteristi-
ques physiques influent sur les analyses NIR.
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Fotre laboratoire conduit actuelloment des travaux
pour améliorer cette méthode spectrophatomstrique &t
peurta. des la tin de 'année 1594, Tutiliser réguligrement
pour la détermination du taux d'hoile des essais varigtauwx.

menu

C. Marquig, A.-%I. Tessier

La spectrophotometrie dans le proche infraronge pré-
sente un domaine d ntilisation trds largs pour le dosage des
conmposants organiques. Nous envisageons. d’ores et déja,
de [emplover pour déterminer la tensur 2n protdines eten
gossypol des grainas de cotonnier.
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Determination of cotton seed oil content using
near infrared specirophotometry

C. Warquie, A-M, Tessier

Abstract

The authora give the resutts obtained « a presminay aluy 02
the calibration of a near infrared spectrophotomater 1o datermng
the oil content of coiton seeds. Validation of the caubraten

revaalad an insufficient correlation betwesn the referance values
and the spestragholomatiic values oitansd (goeffizient of
date-mirabon: 0.791, The aLthors nroposs imorovements to be
made in sample zreparaticr and measuramant,

KEVWORDS: collon seeds, oil. near infrared spectrochstomairy.

Introduction

Near infrared spectrophiotometry (NIRS is a quantifi-
cation and meolecular characterization fechnigue fiest
developed by the 1.8, Ministry of Agriculture more than
25 years ago. and which aroused great inferest in the
cereals industry for starch quantification. for example
{WILLIAMS and NORRIS. 1990,

We used NIRS with a view to determining the oil
content of cotton seed samples trom varietal trials. obtained
under varictal improvement programmes.

Most of the methods currently used to determine the ol
content of a sample are based on lipid exwaction by an

apolar organic solvent, suchias hexane. These methods are
fairly laborious, involving numersus weighing operations
and a relatively long exiraction time taround 20 hours in
the case of the - Russian- method published by BOURELY
in 1937y,

Compared to these methods, NIRS offers many
advantages. It does not require any specitic skills once
calibration has been carried out. For constituents with
sufficiently specific spectral characteristics twater, lipids,
carbohy dratess, the incerest of NIRS lies in 5 rapid
response, the use of only small quantities of product
trecoverabler, a low cost price and rzliable equipment
designed For intensive use in an industrial environment,

The NIRS principle

NIRS is based on the action ot electromagnetic radia-
tion on organic molecules.

[ut fact, the elecirons of the covalent bond (type G or s
absarbnear infrared radiation whenits frequency 1s identical
to that of the vibration to pass toa higherenergy level. The
absorbed energy depends on the atoms making up the bond
and their enviroument within the molecule, Excimation of
the electrons increases the amplitude of the vibrations and

modifizs the angle formed by the two bonds, The most
significant vibrarions are thase of the bonds making up
atoms withsery different atomic welghis 1 C-H, C-0, W-H,
C=0, C=N...1. Each type of vibration is produced by
radiation with a specific frequency or wavelength.

Each constiniens of an organic product therefore has a
characteristic absorption spectrum in the infrared range
with specitic bands,
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Measuring principle

Ineident lght remitted by a light sourse, fig. 1y s
selectively absorbad or teflected: ons part ts absorbad by
the bonds of the constituents, the othar part is reflected in
two diftersnr ways.

Specnlar reflection corresponds to light reflected
dirzetly by the surface of the particlas making up the
sample. Among other things. this refleciion depends on
the size and condition of the surface and the shane of the
particles.

Diffuse reflection corresponds to non-zhsorbed light
which, atter a random course fn the sample. is sent back to
the surface of the sample and reflested. [is intensity
primarily depends on the typs and number of chemical
bonds 1o the product analyzed.

Mear infrarad raflectance analysis insiruments measure
the total amount of energy reflected by a sample subjected
te light radiation with a spectral range of between 1,100
and 2 30dnm, The ratio betwesn emittad light and reflectad
light depends on tite type of compounds in the product,
The absorption spectrum is the sum of the spectra of

numarons constituents and otten consists of overlapping
bands, To use the specira, it 13 therefore necessary to take
into azcount the reflection ai several wavelengths, foreach
of the consiituents to be amal}-'zed. This makes it possible
to moderate interference, ie. absorption by the other

constituents (DAVIES and GR 3«_1 T, 1987; WETZEL,
1933,

T calibrare the equipment, radiation reflectange is
measured for numercus reference samples, at different
wavelengths,

Uzing the absorption values obtained and the reference
valuzs given bv another [aboratory method, a multiple
linear regression analysis using the least squares method is
carried outin obtain a predictive equation. This can be used
iy caloudate the il content of unlmown samples.

In arder to validate the metheod, other seed samples.
independent of the range used for calibration and whese oil
content iag bzen determined beforehand, are analyzed by
the NIRS. The predicied values are compared to the
reference values.

Material and methods

Flaterial

Mear infrared spectrum measurenmants were carried out
an Mirsystem <500 Persiorp tvpe apparatus linked to an
Ingel 1330 302-20 computer {made available 1o us by Tir,
Guyon's laboratory, CIRAD-CPL The complate sysiem
was runtunder [si 203 sottware, developed by SHENK and
WESTERHLAUS ¢ 15310

Three hundred and chirty-one dalinted and crushed
cotton sezd sarples from varicus places thdall, Burldna-
Faso, Togo, Senegal, Thailand, Benin and Brazilt were
usad for calibration,

Moreover, §2 cotton s2ad samplas prepared under the
same conditions as thase used for calibration ware also
usad 1o validate the method.

Near infrared absorption measurements wete carried
ont by reflaction betwean 1,100 and 2,300 nm for each
crushed and non-conditioned sample (relative humidity
not controlled), The spectrum of each sample was the
mean of the 32 spectra obtained during rotation of the
measuring chamber.

The «Russian~ method was used to determine the oil
content of each of the seed samples wsed to calibrate and
validate the spectrophotometric method (BOURELY,
[982.

Calibration methords

Calibration was carried out from 2 file of 331 spectra.
structured by the following statistical procedures.

= Principal components anatysis tPCAn, PCAfsnsedto
reduce the number of real variables, t.e. the number of
wavelengths betwean 1,160 and 2,500 nm, to a compatible
number of variables, so that the klabalanchis distanece
calculations are not oo laboticus.

= Generalized Mahialanobis distance ¢ WILLLARIS and
NORRIS, 19871, Fora given spactrum., this distance is its
distance inabsorprion units compared to the mean of all the
spectra {centre of gravity) for one or more given
wavelengihs, These distances, measured in terms of «H-.
should remain fess than 3 FWESTERHAUS and SCHENK,
1911

I our study, 3 samples, for which «Hs- was less than 3,
were constdered as atypical and rejected from the file.

In order to determine the most representative samples
of the population o be used for calibration. statistical
selection was carrled out by calenlating the Mahalanobis
distances, sc as 10 idemify and select the spectra with the
greatest number of nearest neighbours.
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Mathematical processing cnabled the selection of 24+
samples tor caltbration, which were alse quantified using
the reterence method,

menu
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Calibration 2nablas amathematical value 1o be assaciated
with gach specrrum, which iself is associated with the
teferance valus,

Results and discussion

Determining the ealibration equaiion

The 31 205 sotiware ofters the possibility of choosing
from several patameters that influence the erfectivensss of
calibrationichoice of mathematical processing, regrassion
caleulation method, wavelengih range used, number of
cross~checks, ate.y, The selected parameaters thar enabizd
11s 1o obtain the best results werz as tollows:

- spectrum range, 1100 om - 2,300 nm,
- mathematical processing:

- second derivative

- step. 5 nm

- smoothing, 3 snd 1
- MPLS {modified partial least square s regression method,
- cross-checking, 4,

- numnber of tarms in the predicdon eguation. 12

]

The MPLS method reducas arrors due o matriz

coalculation of Mahalanobis distanees.

The spzetral variarions due io surface =ffzas. which
accur when the reflectance signal i3 used dirsctiv, can he
reduced by using the first and second derivatives of Lag
(1/R1«COOPER, 1983 NORRIS and WILLIAMS, 1954,
Using second derivatives usually gives betler results
(DARDENNE and BISTON. 1986:.

Adthough swict iexrure conditions for product crushing
are a prepotderant factor 1OSBORNE, 19834, using se-
cond derivatives largely smooths our the differences.

The spectrum for sack sample is recorded in 3 nmsteps.
In order to ensure the best podsible ascuracy. the step
should be as small as possible i fig. 20

Successive smoothing reduces background norse.

The calibration procedure consists tn choosing three
quarters of the samples on which a muliple regression
model is developed «MPLS), This 15 then appliad (o the
remaining quarter of samples. The procedurs 18 repeated
three times, retaining a quarter of the samples each time.
tor validation. The deviations for the four predicnons are
cumulated to obtain a standard deviation for validation, the
minimum of whick fixes the number of factors 1o be
introduced into the model. The final modet is then
recalculated o all the samples.

The maximum namber of terms in the equanon was
fixed at 12 by the expertmenter. During eross-checks, the
softw are chooses the number of terms required e drav up

the best calibration eguation. X good esaluation of the
number of tarms necessiry is ote for 10 samples,

Cross-checking furiher siiminated 2 certain number of
spactra, whose daviation between the pradicted values and
the reference vaiues was grearer than 27 ofl tvaine of T -
fixed by the experimentars. Ten samples with oo large an

H-or T - wererzjectad. The calibration resuits are given
nrabie |,

Yalidation

alibration was validaied by analvzing 32 independen
Calibration was validated by analyzing 32 ined lenk

samples.

The coefficient of correlation betwezen the reference

valuziand the predicred values was (883, Le, acoefficient
of determaination of 73,9,

Yahdanon of this calibradon showed that the correlation
hatwzen the reference values and the predicted values was
not bad, but nsuiclent for this prediztion equation 6 he
g

Proposed method improvements

Given that the equation parnmaters wers determined
from the antire spectrum of each sample, the variation in
waercontentmay have hadan ettect onspectrophatometris
analysis.

We suggest praceeding with fresh calibragion of the odl
content detarmination using 120 cotian seed samples trom
azenotype bank, condittonad at Gor 3070 r2lative bumidity.

Catton seed grinding shouald be aandardized: around
20 g of seads should bz ground in acoftes grinder in six 3-
second bursts, berween which the material should he
stirrad with a sparila.

Tha oil content should be determined by the reference
methad - Russian - methods, with % analyses, taking the
mican of the results s as o have a relative deviation of £
(.23 pil, The value of T tiolerated difference between
the values obtained and the pradicted valuesy will be
choseninaccordance withthe relative deviation seenin the
resims ebtained using the reference method,

Calibeatiom should be validated an M0 samples not tisad
for calibranion and the correlation between the NIR values
andtheraierence values should be determined. [fealibration
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proves unsatisfactory. the spectral datator these 10 samplas
should be returned to the initial file and Frash calibration
should be camied out. The calibration should then be
validared with another 40 samples, efc.

C. blarquig. &.-kI. Tessier

It is likely that the nomber of samples necessary to
abtain better calibration will be over 126,

Conclosion

The results of this preliminary study show that it i3
possible to determing the oil content of cotton seeds by
NIRS.

Mavertheless, although the calibration characteristios

obtained by -eross-checking- are satisfactory (RSQ-

> 11,9y, validation of the method reveals too low glevel of
cotrelation between the reference valu2s and the NIRS
values for laboratory requirements.

Forcalibration and subsegquent analvses. the method for
preparing and conditioning the samples. whose physizal

characteristics affect NIRS analyses, needs to be further
standardized.

Our laboratory is currently working to improve this
spectrophotometric method and could be vsing itvegularly
tor oil contant determination in varietal trials by the end of
1994.

There are a vary wide range of possibilities for the use
of near infrared spectrophotometry in organic component
gquantification. Weare already planning to use itto determine
the protain and gossypol content of cotton seads.

— — — —

Determinacién del contenido de aceite de las semillas de algoddén
por espectrofotometria en el infrarrojo préximo

C. Margnie, A.-M. Tessier

Resumen

Los autarss dan lgs resultados obtenicos en un sstudic
preliminar sobis (3 calibracicn de un gspactrofetdmatrs an 2l
infrarrga proximo para determinar ! conterido da anelie en las
semiffas da algodsdn. La validacidn de la salibrasidn pone ds

manifiests una corratacion insuficients antre I0s valores da
referencla v los obienidos por aspactrofotometria {coefisiente de
determinacian: 4.791. Los autorss proponsan madificacionas para
mejorar et acondicionamiento y la medida de [as muestras.

PALABRAS CLAVE: semillas de algodsn, acede, espectrofstametria da inframrojo proximo.





