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Détermination du taux d'huile des graines de cotonnier par 
spectrophotométrie dans le proche infrarouge 

C Marqui~. A.-~L Tessièr 

Résumé 

Les auteurs dcnr1ent les resultats d'une étude préhmina1re sur 
l'étalonnage d'un .spectrcp/wtomètre dans le proche infrarouge 
pour déterminer :e taux dl1ui!e des graines de cotonnier. La 
validation de l'ècalcnnage met en éviden.;e t.me corrélation insut-

fisante em~e 1es valeurs de réforence et celles .Jbtenues par 
spectropl,otométrie (coefüc,ent de determinauon : 0,79J, Les 
auteurs proposent des arneli0raticns à a:oporter dans le conditiori­
nement et la mesure des échan:illons. 

MOTS-CLES : graines de cotonnier. hurle. spectrop!lotometrie proche infrarouge. 

lntroduction 

La spectrophotométri.:: proche infrarouge !SP[R I est 
une technique Je do~age et de caractèrisatiün moléculaire 
dom les premiers dévdoppem:::nts par le Ministère de 
l'agriculture des Etats-Unis remontent à plus de 25 ans, 
Elle a rencontré un fort intùêt d:m; lïndfütrie cérèalièr.:: 
pour le dosage de r amidon en partku lier t WILU AMS et 
NORRIS. l 990L 

Nous avons employé la SPIR dans le but Je déterminer 
la teneur en huile d · èt:hami l lons de graî ni-.:-.; de coronnîi-.:rs 
provenam d'e3sals variétaux, obtenus dans le cadre de: 
programmes J'amelioration variétale, 

Actuellemc:nt. la plupart de-.; méthodes de dètc:rmina­
tion du taux d'huile J·un é,;h,.mrillon œpo;e sur l'e:Ztrac­
tion des lipides par un solvant organique apolaiœ td que 

l'hex~1ne. Ces méthodes, :i.ssez fastidieuses. impliquent la 
œ'alisation de nombœu,;e~ pesèes et une durée d'extraction 
relativemc:nt longue ! une vingtaine d'heures. dans le 
ca.s de: b mdhoJe ,,msse'" publiée par BOUREL Y, 
en 1982;, 

Par rapport à ces méthodes. lts avantages de: la .SPIR 
sont nr:,mbreux. La SPIR ne necessite pa~ Je comptitenœ 
particulière pour t'urifüateurune fois r s'!talonnage rèlli-;é. 
Pour des cünstimants qui présentent des caraccéristiqœs 
spectrale-; suffisamment spécifiquè:s I eau. lipides. glu.::i­
des i. la SP[R est intàessante en raî,on de la r:-tpidité de la 
reponse. de la faible quantité de produit t récupérable i 
nécessaire. du coùt de œvknt des analyse$ et Je b fiilbilit<::: 
Jes appareils conçus püur fonctionner souvent dans un 
environœment industriel. 

Principe de la SPIR 

Le principe de la SPlR est basé sur r actiün J.::s radia­
tions électromagnétique., ~rn niveau Jes molécules organi­
ques. 

En eff.::t. les élc::ctrons de la liaisün covalente t de type c; 

ou n > absorbent 1 · énergie de la radiation proche infrarouge 
quand la fréquenœ d.:: celle-c:i est iJemique J. œl\e 1.k b 

vibration pour passer à un niveau énergétique .,upèrieur. 
L · .::nergie ab·wrbee dépend des atom,;~ constituant la liaison 
et Je kur environnc:ment Jans la mokcule. L'excitation 
dës électron,; a pour d'fet d·augmentèr ramplitude des 
vibr::ttions c:tde modifier Lmgle formé par les dc:ux liaisons. 
Les vibrations les plus s igni tkmive,; sont ce lies des liaisünS 
con..,tiruees d · atL'mes Je mas~e,; atomiquc:s tr~s différ.::nte-; 
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iC-H. C-0. N-H. C::::;Q, C=K . . ). Chaque type de vibration 
e~t produi.t rar une r::v:l.iation de fréquence •)u de longueur 
ct· onde spécifique. 

C M:irquié. A. -M. Tessier 

Chaque constituant d'un produit organiqm~ presente 
donc un spectre d'absorption caractêristiqw:: dans le do­
maine infrarouge, avec des bandes spécifiques. 

Principe de la mesure 

l.::i. lumière incidente i émise par une source lumineuse. 
fig. l I est sélectivement absorbée ou réfléchie: ime partie 
est absorbée par les liaisons des constituants. l' autœ partie 
est réflechie de deux façons différentes. 

4 détecteurs 

/ 

Matériel broyé 

Figure 1 

c , __ ---J_iw: 

~ill:J 
~b 

La réflexion spéculaire correspond à la lumière réflé­
chie directement par l;;1. surface des parti.cules constituant 
l'échantillon. Cette réflexion dépend entre autres de la 
raille. de r état de ,;urfaœ et dè la forme des particules. 

Radiation 
spéculaire 

Principe de l'analyse par réflexion dans le proche infrarouge.L'information chimique est contenue uniquement dans 
1a radiation diffuse. 
Ptinciple of analysis by near infrared reJ1ectiau. The chcmical infonnatio-11 is contained solely in the diffuse radiation. 

La réflexion diffuse correspond à 1a tumfore non absor­
bée qui. après un trajet aléatoire dans l'échantillon, est 
renvoyée à la 5urface de r échantillon et rdléchie. Son 
intensité dépend essentiellement du type et du nombre de 
liaisons chimiques présentes dans le produit analysé. 

Le~ appareils d'analyse par réflectance dans k proche 
infrarouge mesurent fa totalité de la quantité d'énergie 
réfléchie par un échamillon soumis à une radiation lumi­
neuse dom le domaine spectral est compris entre L 100 et 
2500 nm. Le rapport emre lumière émise et 1umièœ rêflè. 
chie est fonction de la nature des composés présents dan,;; 
le produit. Le ;;penre cr absorbanœ représente la somme 
des spectres de nombreux constitwm.ts et ,;omporte sou­
"·ent des bandes qui se recouvrent. L'exploitation des 
spectres nécessite alors. pour chaque constituant à analy­
ser. de twir compte de ta réflexion à p1u~ieurs longueurs 
d'onde. Ce qui permet Je pallier les interférences, c'est-à-

dire l'absorbance des autres constituants rDAVIES et 
GRANT. l987: \VETZEL tg831. 

Pour 1 · étalonnage de 1 ·appareil.la réflectanœ du rayon­
nement est mesurée pour de nombreux échantillons de 
référence, à difforentes longueurs d'onde. 

A raide des valeurs d'ab~orbance obtenues et des 
Yaleurs de référence données par une autre méthode de 
laboratoire. une analyse de régrèssion linéaire multiple par 
la méthode des moindres carré5 est réalisée. pour détermi­
ner uœ équation de prédiction. Celle-ci peut être appli­
quée pourcakuler le taux d'huile d'&hantillons inconnus. 

Pour la validation de b méthode. d'autres echantillons 
de graines, indépendants de la gamme ayant servi à l'éta­
lonnage et dont la teneur en lipides a éte préalablement 
déterminée, sont analysés par la SPIR. Les valeurs prédites 
sont comparées au:< valeurs de référence. 
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Matériels et méthodes 

Matériels 

Les mesures de ~pectres dam le proche infrarouge sont 
effectuù:s a;,ec un appardl Nirsystème -!500 Perstorp 
couplé à un ordinareur Intel i386 3û2-20 imis à nmœ 
disposition par le laboratoire de M. Guyor. C[R)1.D-CP1. 
L'ensemble du système esr ex:ploité par le logiciel Isi 205. 
mis au point par SHENK et \VESTERHALTS 1 1991 ,. 

Trois œm trente et un échantillons de graines Je coton· 
nier nues et broyées dè proven~rnœs diverses ( l\folL Bur­
kina-Faso.Togo. Sénégal. Thailande. Bénin et Brésil J ünt 
été utilisés pour réalisa !"étalonnage. 

Par ailleurs. 82 échantillons dè graines Je cotonnier. 
pr<:!parés dans Je,; mèmè~ condition~ que cd les employée-; 
au cours de r ëtalonnage. sont utilisés pour valider la 
méthode. 

Les mesuœs d"ab~ürption dans le proche infrarouge. 
pour chaque éduntillon de graine~ brnyeec; et non condi­
tionnées (humidité relati\e non contrôlée,. som réafüees 
par réflexion enrre l LOü et 2500 nm. Le spectœ de chaque 
echantillon est la moyenne de 32 spectres ûbtenus pendant 
la rotation de la chambre de mesure. 

La détermination du raux d'huile de chaque &hantillon 
de graine. servant à l'étalonnage er à la '"altdati,:m de la 
méthode spectrophûtometrique. e-;c rbhsée par la mé­
thode ,,russë" ! BOURÉL Y. l 9:321. 

Méthodes d'étalonnage 

L'étalûnnage est realisé à partir d'un fichier de 33 l 
spectres. structuré pâr les procédures statistiques imivan­
tes. 

• _-\nalysc: en compo5antes princip;:iles i ACP,. L · ACP 
est utilisée pour réduire: le nombre de variables réelles. 
c·e~t-â-dire le nombre de lüngueurs d',rndè comprises 
entre l l 00 et 2500 nm. à un nümbre de variables compa­
tible ;:ifin que lès calculs Je disr:mœ .Je Mahahmobis ne 
soienr p;:,s trop lûur.:k 

• Dht.ma généralisée de ?vfahalanûbis ( \V1LL1A11S et 

NORRIS. t 937i. Cette: distanœ est. rourun spe.::tre donné. 
sa Ji ~tanœ en unités d · absorbance parrappmti la m,)yenœ 
de tous le'i ,;;pectres :centre de gravité-, pour une ou plu­
sieurs h:,ngueurs d",)nde donnfrs. Ces distances mesurée~ 
en ternie Je ,. H. doivent rester infàieures à 3 
1 \•.'ESTER[-L.\l1S èt SHEGK. l 9911. 

D:m~ k cadre de notre étude 5 é;:;hantillons. pour le'.i­
qud s le "H, c:sr supérièur à 3. sont c0nsidérés comme 
atypiques et rejetés du fichier. 

Afin de Jéœrminer les échantillûns les plus repré~enta­
tifa de b population qui doivent ètre utilisés pour effectuer 
r~talonn:igè, une sélection statistique e.;;t réalisée par un 
calcul de distanœs de t\Iaha[anobis; ceci pour identifier et 
~d.~ctionner les spectres qui ont le: plus Je vüisins les plu~ 
proche'i. 

Le traitement mathemmique a permis dè sélectionner. 
pour J" aalonnage. 2-l-+ èch;mtillons qui sont dosés par 
aillèurs par la méthode de reférenœ. 

L · étalonnage permet d'associer une valeur mathémati­
que à chaque spectre. qui sera ellè-mème associée à [a 
valeur Je référence. 

Résultats et discussion 

Détermination de l'équation d • étalonnage 

Le logicid !si 205 offre la possibilité de choisir parmi 
plusieurs param~tres qui int1ui::nt sur les perform;mces de 
l'étalonnage 1choix du trairement m::ithématique. de la 
m~thode de calcul de b régression, du domaiœ de lon­
gueur d · onde utilise. du nombre dè validations ..:robées ... 1, 

Lej paramètres sdectionnés qui nous ont permis d'obtenir 
les meilleurs résultats sont les suivants : 
- étendue du spectre. 1100 nm - 2500 nm: 
- traitement mathématique : 

- dérivée seconde. 
- pas. 5 nm. 
- lissages. 5 et l. 

- méthode Je régression MPLS 1 "modifii::d partial leasr 
square.,i: 

- valid:ition ..:roisc:e. -1- : 

- nombre de termes de l'equatiün de pnidiction. 12. 

La mèthode ~[PLS permetden::Juire les erreurs dues au 
calcul mairiciel de;; distances de Mahalanobis. 

Le, variations de spectres Jœs aux effets de surface. 
int,~rvenanr lorsque le signal de rdlectanœ esr directèment 
urilise. pc:uvènt être réduites en utilisant les d~rivées pre­
mière,; er secondes de Log de 1 \/R1 1COOPER. 1983 : 
NOR RIS et \VILUAMS. 198-1- i, L. utilisation des déri vèes 
secondes donne généralement de meilleurs résultats 
1DARDENNE et B[STOr-.:. l9S6i. 

Si le broyage des produits dans des conditions rigoureu­
ses de granulométrie est un facteur prépondérant 
, OSBORNE. l 983 1. l "utifüation de dérivées seconde,; 
permet ct·e~tomper largement les diffùences. 
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Le spectre Jè chaque échantillon e~t enregi c:tré avec un 
pas de 5 nm. Pour avoir la meilleure précision. le pas doit 
~tre le plm petit posslblë rfig.2). 

les li·,sage.; 5ucœssifs permettent de climin.uer le bruit 
de fond~ 

La prœedure d · étalonnage consiste à choisir trois quarts 
des écbammon.s sur Î3squels 1.u1 modèle de régres31011 
mufüp le est développe, MPLS i. Celui-ci est ensuite 21ppii­
qL1e: au qwm de-, échantmon,; restants. La proce:duœ est 
répétée trnis f,::i-is. en réservant toujours un qu.J:rt des 

Log Cl/i'I) 

1.rnoo Î 
o.asoo L 

C. Marquié . .\.-td. Tessier 

échantillons pç,ur la validation. Les ecarts des quatre 
prédictions sont cumulés pour obtenir une erreur standard 
de validation. dont le minimum fixe le nombre de facteurs 
à introduire dam le mod~k. Le modèle final est alor'i 
recalculé sur l'ensemble de,; échantillons. 

Le nombre ma;dmal de termes de l'équation est fixé à 
12 par [·expérimentateur. Lors de la validation croisée. le 
logiciel choisit le nombre de termes néce,;saîre,; permet­
tant d'établir la meilleure équation d'étalonnage. Cne 
bonne évaluation du nombre de termes nëcessaiœs est de 
un terme pour 10 éch:1ntillons. 

ft.J.-
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Hgi.m,2 
Spectn: d'absorpfüm dans fo proche infrarouge d'Uln édiantiUon de graines die cotonnier Œ. étant Ia rêflectance:). 
/û;smptù:m .c;pectmm fo the near ù,Jh1red af a mmp!c of wtton seeds (R, reflectwwe i. 

la validation croisée élimine encoœ un certain nombre 
de ·,pectres dont r écart entœ les valeurc; prédites et les 
,,aleur:; de ,efürence est supérieur à 2 % d · huile f valeur de 
<T . fixée par l'expérimentateur"). Dix èchamillons pré­
sentant un ,, H" ou un "T-· trop important sont œjetés. 

Les resultats de l'étalonnage sont donnés dans k ta· 
bleau l 

Validation 

L · itafonnage est validé en analysant 52 échantillons 
indépendants. 

Le ,.:;oeffkiem de corrélation entre les valeurs de réfé­
rence et les valeurs prédites est dè 0.888. soit un rnefficient 
de Jétmnination de 78,9 %. 

La validation de œt étalonnage montre que la corréla­
tion entre les valeurs de référence et tes Hleurs prédites 

n · est pas mau·,aise. mais insuffisante pour utiliser cette 
équation de prédiction. 

Propositions d'amélioration de la méthode 

Du fait que lec; paramètres des équations sont détermi­
né, à partir de l'ensemble du spectre de chaque échan­
tiHon. [a variation de la teneur en eau peut influer sur 
t · analyse specirophotométrique. 

Nous suggàons de procéder a un.nouvel étalonnage de 
la détermination de la teneur en huile à partir de 120 
échantillons de graines de cotonnkr issus d'une banque de 
génotypes. conditionnés à O ou à 80 c-c d'lmmidite relative. 

le broyage de-; graines de cotonnier sera standardisé : 
environ 20 g de graines seront broyés au moulin ii café en 
6 pùiodes de 5 secondes. entre lesquelles la matière sera 

homogénéisée: au moyen d'une ~patule. 
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TABLE'\l; l 
Caractérîstiques de l'étalonnage réalisé sur :!3..J échantilions de graînes de cotonnier 
délintées. 
Characteristic,; of the calibration carried out on 23.J delinted cotton ,ccd mmplcs. 

Traitèmènt rnathém.Jtiquè 

1\-lèthodt de régre~Sh)n 

Cr,)S5-ï.aliJ:ukm 

Nombre ,je term~s 
N 

MOY 
SEC 

RSQ 

SECV 

1-VR. 

BL-\IS 

SEP 

0~ ~ r.i::.mbrè J · 6ch::n:E~-:.n·~ ~él;;;:ti•:mne;:; pour 1 '·ital-:i--:1~agt'! : 
MO Y : '.":';)/è:l!le de '.:t t,o:i,:ur .:n :;uile Je L pc-pul.ition 
SEC : èff:'J: st:m,fard Je ,;,1libratun . 

~-5-5-1 

MPLS 

..f. 

( 2 

0.53 

0.Q5 

0.32 

0.6 1 

P. SQ : c;:iefficient Je .ie:e-rnü1afr:,n Je .::alib~~:i0n. 0bt.on•1..: · :tpr~·; 1.1.Jnit,, .,1·ûiie <!ntre :.,o; ,. :1kcn Je :-eforen~e et k~ 
,1'.eur; SP!R: 
SECV: ereur s•.1nJard -J::cr:Js ;-, ~li.J:H.:-;n. Elk ,fott thJ,;,riquen1<:r'. ·er:dre ,,e 0 , n C,,pènJ:i.r.t. J'apr~s h litt<!r:tt1.1r.::s:c,:te 
"<:.k:ur ~;era J..1n.-; le ~çJ.lèur ,je") ç1;~ ,.:_:,(Tl_"'.)rh.: ef!tre 0,5 e: O.~ : 
VR '-J:i:.mca:, -
BL\IS; lY\O}JnnJ •.!c::s Jiffor;;nc.;, ·ontP: l<:, \1lc:,1n ·Jbt~m1~, p:tr l.l SP[P. cl L:~ v:1lèur:, Je: reforenc:; pûJJr rlu,i;;'Jrs 
ich~nt1lJ1)f"."} ;11)P-"!l•i.S JO~~ J~ 1.--3~tJ~1tiür! ,)U Jr: '-l·i!flt\.:-J.:ion: 
SEP ,;rreur 1i.1:1J.1rd ,k predd,,n üll de p:;,f,rm·.m-~e 

X· 11un1b,;;r ,_f J1,ii11p!._:_-; 'i1;·J, ... -._ ... 'rc._(;;~r .;,.1hi'i'Jr:,}n 
.\-fEA.\."· 11-u:.:.m ,~f! ,:,}iUrfirT -~frh ... · t·•,-,ul,Bi.·-n 
CSD.· ,_·,i(Ù.1?"LZYE''l •;:,~n..l~;r·,.! 1,[1,Yf~;ti--.'f! 

RS(J.:, :: ... i~i.f)l't.·1:i:.-.': ·."1):i_fjl,-_·i,...·,it ,r·,f,};.f-;.'n!titi:,-;tf.-:-a ,-.'i.~f..!:ne,I ;;·.-Ln: rt;.,; w:r,.i;_·zh; f:1, ...... · ._fr·,_n·.-11, ur J'l;fh,•,;';,,;'1t 1lt.;- h:-'"~-Tènf:i: 1 ,::lu'!;..··; 
._rnJ fri.2 .. -dR::, 1 ~lll(ç\'. 

CCSD: s.T1 1·;:--dk"(ihi'.; Sf._mël
1
t~1·,_i }c·i h'lti.:r, ln ri~,;",);-s, thi; :::.-•;/,_il.-.JLl i• -i~-,::'..ls•~Ï, H,:~~--~y;~T <.Îf:,~~lr,:!in.-::.· /,l ;h,;· Nt.:"l",_:tur1...·, 

thi-: ralw: ~;...·f?I bi'.: /.\:ttr-i.i:.'1? -1}, 5 .,in_i 1)J)_ ~n /.l,..:.s;. 

BL\S, ,:~,;,_;n ofti:~! di.J}~,·;·r;:n,--:li i-',,;':fH,"1;f.:n Ûk' ,,,.-i!n:.:s {"lbnin2,f l:;: !h:- -~·aRS ~:nJ th,: ';",;.7"::re,~-: ... · l--~;h~,;·.;~'6:-r ,c-,::1.-·1;.',:\1! ~diftpf.:.·s 

,_·~zlh:d i ali,latkm (lr i.·erf]:üa/(ni l\.lf:...'fli). 
PSD.- p,c~U.-·ti,;n ,~1· pe;~t;7;-nwnc,.; sti;n..J~F,i .},-:1-;ü~t,,~11, 

La <.kte:rmination Je b teneur en huUe par la mithod,:,; de 
rét'erenœ rmethode ,,ruc;se- l sera obtenue à partir de 8 
analyses. dont on considèœra la moyenœ de, œsult:.its 
pour avoir une errtur rdativè de.,.. üu - 0 .. ~5 ·::-::- d'huile. La 
vakur de: ,. T'" 1 diffÜèOCè wlà~e entre lè:s vale:urs obte­
nœs et les valeurs prc!dite·, i sera dmisie en foncri,rn de 
l'erreur relatiH: obsèrvée: sur lès résulwts ,)btenus à partir 
de la méthodè de référence. 

La va\idarîon de l'étalùnn~1ge sera faite sur -W éch:m-

tillons n'ayant pas servL à l'ètalünnage :::t la corrèhtion 
èntre lès v;1leurs 1'."lR et les valeurs de rétërence ser:1 
déterminee. Si l'ér.:ilonnilge ne favèœ p:is satisfaisant. les 
d0nnee~ spectrales de ces -lO échamillons seront rassem­
blies au fichier initial et un nouvel étJ!ünnage sera rc;\11isëi. 
Une v:1lidation de:vra al,)rs; ètre effectuc!e avec ..J.O autres 
éd1:1milk-.ns de, 

[! est probablëque le nûmbœ d'écilamillons nécess;1ire~ 
pour obtt:nir un meilleur eufonnage soit supérieur à 1.20. 

Conclusion 

Les résultats de cette étude préliminaire montrent que la 
ddenninatîon du taux d"huile des graines de cüwnnier par 
b SPIR est realisable. 

Toutefois. bien que: lès caractëiristiqllès d"c::tlk)nMge 
obtenœs par la ,.çmss ,~1lidation,. soient c:orre:cr.e; 1 RSQ > 
0.91. la validation de la méthode met èn èvidènœ an r:Ï\ èàU 

Je c,)fréLuion èntœ le.,; v:ileurs dè référence et les v;1lèurs 
SPIR trop faible p0ur les e.'Ügenœs du labüratoiœ. 

Pour ré:ih ;a r étalonnage et ensuite: ks .:malyses, il 
c0m iènt de mieu:z ,t,.mJarJiser lè mode dè préparation et 

Je conJiikinnèmènt des échantillons dom les caractëiri.sti­
quès phy~iqœs intluèm ,ur les an.1\ysès NlR. 
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Notre bboracoiœ conduit actuellement dës trayaux 
pour ameliornr cette méthode spectrophotométrique et 
pourra. dès fa fin del' année 1994. l'utiliser régulièrement 
pour la détermination du taux d'huile des essai,; variétaux. 

C. ;vrarquié. A.-\t Tes,ier 

La spectrophotometrie dans lë proche infrarouge pré­
sente un domaine d · utilisation très large pourle dosage di:!s 
composant:, organiques. Nous <!nvisageons. d'ores et déjà. 
de 1 · employer pour détermim::r la teneur en protéines et en 
go~sypol des graiœs de cotonnier. 

Références bibliographiques 

BOURÉL Y L 1982.- Œ,servations sude dosage de rhuik 
des graines de cotonnier. Coton Fibres Trop .. 37. 2, 
l33- 196. 

COOPER P.J .. l 983.- NIR analysis for proœss control. 
Cereal Foüds îForld. 28. 241-2..:iS. 

DARDE:-JNE P .. BISTON R .. 1986.- L\malyse discrimi­
nante appliquêe au contrôle granulom6trique des 
produits soumis à la spectrométrie dans te proche 
infrarouge. Sei. A.limems. 6. L L-1-1-. 

DAVŒS A.Iv1.C.. GRAI\i'T A .. 1987.- Re'Niew : Near 
înfra-red analysis of food. Internat. J. Food Sei. and 
Tec!mol.. 22, 3, l91-207. 

KOP J .. BONNET IvL REKOU J.P .. l 986.- Contràle non 
destructif. Application des technique; utilisant l'in­
frarouge et la RMN au contrôle de fa viande et des 
produits carnés. Spectre~. [-i,, 110. 37-.,i.3. 

NORRIS K.H.. Vv1LUAMS P.C .. L 984.- Optimizati.on of 
m,1rhematical treatmen ts of mw neJ.r infrar.ed ::;ignnl 
in the measuœrnent of prntein in hard red spring 
wheat. [ : Influence of partide si:z:e. Cereal Chem .. 
6 L. 2. l 5 8- l 65 . 

OSBORNE B.G .. l 9S L- Principks and prnctice of near 
infrn-red ! 1\11:R l œflectanœ analysis, J. Food Tedmol .• 
16. 1. 13-19. 

OSBOR:.'\TE B.G .. l 983.- Investigation of the performance 
of an i.mproved calibration for the determination of 
protein in UK home-grown wheat by near infraœd 
reflectance analysis. J. Sei. Food A.gric., 3-1-. 12, 
l-1-41-1..l...ïJ. 

P,\NFORD J.A .. DEMAN J.IvL L 990.- Detamination of 
oil content of seeds by :-JIR: influence of fatty acid 
compo~ition on wavelength selection. J.A.0.C.S., 
67. 3. 473-482. 

\VESTERHAUS :VI.O .. SHENKJ.S., 1991.- ~earinfrared 
software. NIRS 3. lnji·asoft lntemmional. Nirsystems. 
Silrer spring. 

\,VETZEL D. L.. 1983. - N t:ar in frared re t1ectance anal y sis : 
sleeper J.mong spectroscopie techniques. J. J.nal. 
Clzem .. 55. l2. ll65-ll76. 

WILLL\l\..fS P.C.. :.JORRIS K.H .. l 987 .- Near infrared 
technology in the agricultural and food indu:;tries. 
_:\.mer. Ass. Cercal Chem .. GSA.. 330 p. 

WILLIA:VIS P.C.. NORRIS K.H .. 1990.- Near infrared 
technology in the agricultural and food industries. 
A.mer. As.soc. Cereai Chem .. 35-55. 



Retour au menu

C. l\farquié. A.-M. Tessier Cûton Fibres Trop .. l 993. ,,1L +B. fasc . ..J. ~ 301 

Deteriuination of cotton seed oil content using 
near infrared spectrophotmuetry 

C. }vbrquie. A.-1\.l. Tes:sier 

Abstract 

The authors give tt,e results obtalned :(1 a pre!:n1ina .. y stu,1y D'l 

tlle calibration of a near infrared spectrophotometer to d':àtermne 
the oil content of coiton seeds. Validation of l!1e ca11bral,cn 

KEYWORDS: colton seeds, oil. near infrared spectrœhototn81ry. 

rf:!vealed an ins1Afic1ent correla!ion betweer. tlie refererice va'.ues 
and the spect<opliQl.Oiretric valJes .'}::ta ned :coeffic,ent •)f 
dete'r,irat10r,: 0.79). The aLthors propose imomvernents to be 
r'iade in sa:i,ple ;::rer,ara!ior aM meas,,rement. 

Intrnduction 

Near infraœd spectrophoromc:try r l':lRS I is :1 qu~mtifi­
cation and molecular c:harncterization technique fir~t 
developed by the U.S. Mini~try of Agriculture moœ thJn 
25 years ago. and whkh .1roused gœm imeœst in the 
cereals industry for starch quantification. for è'i:amplè 
{WlLLIAf.IS and NORRIS. 19901. 

We used NIRS \Vith "' view to Jetèrmîning the 011 

conœnt of cmton seed samples from varîetal trials. obtained 
under varietal improvemem programmes. 

\Iost of the methods curœnrly used to deterrnine the oil 
content of a sampk are bl'ied on lîpid extraction by an 

apoLlr organk: ,;ol Yènt. such as he :rnne. These mèthodj arc: 
fairly laborious. invülving numemus ,,eighing operaüon~ 
and a rebtivd, lon-z extr:icti,rn time i around 20 hours in 
the c:;He üf th.::.: Russi:in .. method pub li shed by BOURÉL Y 
in 1q,c1. 

Compared to thèse mèthods. NIRS offer-; m:rny 
ad,;,,ntJ.gès. It doe,; not require :my specitk skirls 0:1.œ 

calibration has been carried out. for constituents with 
suftïciently specific ~p:c:ctral ch:irackristics I water. llpids. 
carb,Jh:C dc1t.:s i. th<! inœrest of NIRS lies in it, r.:iptd 
response. the use of ünly small quantities of product 
t recoverablè ,. a low cost priœ and reliable equipment 
destgned for imensive u,e in an industrial emîronment. 

The NIRS principle 

NIRS is based ,m the action of èlectromagnetic rJ.dia­
tion on organic mo\,:;culès. 

In face. the elc:.::trnns of the .:ovalem bond I type Œ or n 1 

absorb nearinfrared radiation when its fœquency is id,:;ntical 
to that of the vibration to pass co a highèr energy lève!. Thè 
absorbed energy depends on rhe .. ,toms ma king up the bond 
and their environment within the molecuk. Exciution of 
the èlectrons incn:: .. 1Ses the amplitude ofthè vibrations and 

modifies the angle it)nnèd by the: tw,J bonds. The mo,;t 
signifk:rnt vibracions are th,Jse of the: bonds making up 
:itom~ w ith \.ery diffèrent atomic wèlght°'; C,H. C-0. N-H. 
C=O. C=N ... i. Each type of vibration is proJuced b:, 
radiation v.-ith a ;pecific frequency or wavekngth. 

Ea.:h consricuent of an org:rnic prnduct therefore has a 
characteristk absorption spectrum in the infraœd range 
,, ith ~pecific bands. 
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Measuring principle 

Incident Hght remitted by a light sour:;e, fig. P ù; 
selectivdy absorbed or reflected: one part h absorbeà by 
thè bonds ,:,f thè: constituents. the other partis reflected in 
tVv0 ,jjfferem w;:ays. 

Specuiar refleciion corresponds W light :-et1ected 
directly by the surface of the particles ma.king up the 
sample. Among oilier things. this ret1ectio11 depends on 
Lhe size ,md condidon of füe surface and füe shape of the 
particks. 

Diffuse reflection corresponds to 11on-absorbed light 
which, aùer a rarrdom course in the sample .. i s sent back to 
the surface of the smnple and rellected. [ts intensity 
pnmarily depends on the type and m1mber of chemical 
bonds in the product analyzed. 

Near infrarecl œ,t1ectan.œ analysis instruments measure 
the total amount of e11ergy ret1ected by a <;ample subjected 
to light radiation whh a spectral rangë of betv,-een L leJlJ 
and .:':.5ûü nm. The ratio betv,;een, emitted light :md reflected 
light depends 011 the type of compoun.ds in the product. 
Tho:: absorption spectrum is the sum of the spectra of 

numerous col.l",titœnts and often consists of overlapping 
bands. To use the spectra, it is thtrefore œcessary to take 
into account the reflection at several wavelength,. for each 
of the conslituents to be analyzed. This malœs it possible 
to modernte interference. i.e. absorption by the other 
constituents r DA VIES and GRANT, l 9S7: W~TZEL. 
1983,. 

To calibrme the equipment, radiation ret1ectanœ is 
measured for numerous refeœnce 5amples, at different 
wavelengths. 

Using the absorption value,; obtained and the referenœ 
value~ given by anocher laboratory method. a multiple 
linear regression amlysis using the least square,; method is 
carried out tOJ obtain a predictive equation. This can be used 
to cakulate th,~ ,}ii content of unlmmvn samples. 

In ,xder to ,-alidatè the method. other seed sampies. 
independent of th:~ rangè used for calibration and whose oil 
contenthas been determined beforehand, are analyzed by 
the NTRS. Th,:: predicted value,; are compared to the 
referenœ value~. 

iVfatedai and methods 

Near infrared spectrum mea:mrements were carried out 
on Nirsyscem -i-500 Persîorp type apparatus linlœd to an 
(ntei i.386 30:!-2.0 computer im3.de availabte tous by Mr. 
Guym·s laboratory. C[RAD-CP,. Tt1e complete system 
was ru1.11 under Isi 205 -;ofüvare. developed by SHENK and 
Vv""ESTERHAUS r 199îl. 

Three lrnnd.red and füirty-one delinted and crnshed 
cotton seed sampks from various places t !vtali, Burkina­
Fa;;o, To:;o, Senegal. Thailand. Benin and BrazilJ were 
used for calibration. 

Moreo,,er, 82 cott•)n seed samplc:s prepared un.der the 
same conditions as those used for calibration v,,eœ also 
used to validate the mefüod. 

1\1ear inr'rnred absorption measurements v.rere carrieù 
out by rerlection between 1, 100 and 2.500 nm for each 
crushed and non-conditioned sample (relative humidity 
nm controlled}. The spectrum of each <;ample wa.s the 
mean of thè 32 spectra obtaini:::d cluring rotation of Ülè 

measuring chamber. 

Tho:: ,,Russian,· methoJ was used to dekrmine the oil 
contem of each of the seed sample,; used to calibrate and 
validate the spectropbotometric method mOURÉLY. 
19821. 

Calibration methods 

Calfüration W;J.S carried out from a file of 331 spectra .. 
stmctured by the following stati-,tical procedures. 

~ Principal components analysis {PC/\J. PCA is used to 
reduce the number of real variable<;. i.e. the number of 
wa ve!engths bètween l. lOO and 2.500 nm. to a comt:iatible 
rmmber of variable<;, so that the ivlahalanobis distance 
calculatfom are not too laborious. 

~ Generalized !vfahalanobis distance t"\N1LLIA1vIS and 
NORRIS, 198 71. For a given spectrum. thi,; distance is its 
distanœ in absorption units compared to the mean of ail the 
spectra (centre of gravityl for one or more given 
wavelengths. These distances. rneasured in tèrms of <1 H,, .. 
should remain les·; than 3 (\,VESTERHA US and SCHE..:JK. 
1991 !. 

In our study, 5 samples. forwhich "1-1,, was less than 3. 
were constdered as atypical and rejè:cted from the fik 

ln order to det-::rmine rhe most representative samples 
of th~ population to be u,;ed for calibration. statistical 
selection was carri,;d out by calculating the Mahalanobis 
distance-;, so as t.o identify and select the spectra with the 
greatest number of nearest neighbours. 
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Mathematical pmce,;-;ing enabkd the selèction ûf 2++ 
samples for calibration, which weœ ::tLü quamified using 
the rderë:nce mdho,l 

Calibration emb\e:; a mathematical vrrlue to be associated 
wüil c:ach speccrum, ,vhi.;h itsé:lf is assœiatc!d with !he 
rd'i::r.::nce value. 

Results and discussion 

Determining the calibration equaHom 

The l,i 205 software Nfrts the püssibility of cho,Js;;ng 
from several parameté:rs that inrlœnce Ihe effe,:tivene,;s of 
calibration 1 choiœ of mathematical proœssing. règres, ior. 
calculation methüd, 'J.'avelength range used, nu:v.b:::r of 
cross-checks, etc. L The sdecteJ p;iramete:-s thar en~tbk<l 
us to obtain the best results v.,ere a~ follows'. 
• spectrum range, l, l 00 nm - 2,500 nm, 
- mathematical processing: 

- second derivative 
- :oté:p. 5 om 
- smoothing, 5 :inJ l 

- MPLS 1modified p:irti:.il blst .,quare, œgœssion method. 
- cross-checking, -L 
- number of terms in the pœdicciùn equation. ~2. 

The MPLS meth,Jd red~ices errors due: to rr,atri'<.. 
calculntion of Mahahnobis ,fütJ.nces. 

The spectral \' ariaüons duc": to rnrface èffects. '-"' l.îch 
occur \",hen the rtflectance signal ts used Jirectly, can be 
œduceJ by using thé: tïrsc anJ sec,x1d deri;_;atives 0f Log 
r !/Ri cCOOPER. 1933: '.'JORRISanJ \\lLU.\.\TS,: %..J.1. 
Using second derivative•; u.;ually gives bettè~ re~ults 
(DARDENNE :md BISTON. 1986:. 

Although srrict rexrure wnditions for prvduct cn:;lüng 
are a preponderant facwr , OS BORNE, l 9S3;. 1.i:;:n;; se­
cond deriuüves largely srnûoths <Jut the diffeœn;;e:.;. 

The spectrum forè:ach ~ample is ré:cürdeJ in 5 nmsteps. 
In order to ensuœ thr~ be,:t po~sible a;;curacy, the step 
~lwu\J be as small as possible : fig. 2 •. 

The cal!brari0n prœedure con,i:fü in choù,lng thr;-:e 
quaners of the sampk~ on whi2h a multiple rt::gressi,rn 
mode\ is dc:'>dopeJ 1MPLS1. Thi; is then applbi Lo the 
remaining quarta of samplès. The pnxedure is repeated 
threè cimes. rernining a quarter of rhe samples each t:me, 
for validation. The de1iiati0ns for the four predk:dons ,,re 
cumulated to obtain a standard devbü0n forvalid:J.tiün, the 
minimum of which fixes che number or' factors tü l'>è 
întroduced into Lhè modeL The final moJel is then 
recalculatc::d on i.ill rhe o.;arnpk:s. 

The maximum number of tams in the equatic,n was 
fi'<ed ar 12 by tlk: é:\:pc:rimenter. During cross-che.::b, the 
sot'tv.. are choo~e., rhe number ot'terms required w drm, up 

,he best 2aEi,ratiün eq,1.:.tion. .\ go,:,d e" alu:1ü,)n or the 
number ,3f t;::nn:; neœssèlry is one for 10 :;amples. 

Cro+checbng forth~. ,~:imbated :1 certün number ,::,f 
sp2crrn. whü,è dev:a:.ion betwc:en the predicted values and 
the rc:fàence v~,iœ.s w:1s greacèr :ha'1 ~éè •)il, value of -,T-­
fixed b1 the: experimenkn. Ten samp:es with too \Jrge :1n 
. H . Qf .. T . ,vere rejecteJ. The calibrati,)n results :1re given 
in tab:e l. 

Validation 

C1lfür~,tîon was validated by analyzing 82 indepenJent 
s;imple,. 

The Cûefficient üt cc~rrdation betweer. the œforen.::e 
•,·alu.~; ;Jnd tl1e prëdicted value;; was O.SS8. i.e. a coefficient 
•Jt determinatior: ,:,f 7S.9C:.·. 

\';ù.:!un,rn •)ftlü:-; calibrntfon sh(1\vëd tllat the correl::tti,)c1 
bd• .. ,·ee:1 the ret'erènc:e ,:ah.:ès at1d the preJi,;ted values,,,, :.1~ 

n,)r. b,L but in~utficient for this pn:d1;:tfor: ec1uation t,:i be 
used. 

Proposed method improvements 

Given r.h;:t r.he equation p~ir::tmeters were Jetermined 
from the èntire spectrum of each sample. the variati,)n i:l 
v, merccntenc m;1y ha, e had an èffect 0n spc.'Ctroph<Jtornetric 
analy,;is. 

\\',:; ,;uggest prûci:eding with fre,,h c:ilibrarion of the oil 
con~e:;t determination using 120 c~,twn seed s,1mples fro;n 
a ge:1mype f.:sank. con<lition,~d at OürSü'='::, relative humidity. 

C::,tt,:,n ~ec:d ~rinJir;g shoulJ be ,(~mdardizèd: awur:J 
20 go!' :;e;::Js sh,)uld b.:! grnund in ,lcoffee grindèr in ~i.\. :5 • 
st.:ond bur:;~~. bèt\1.een which the material slK,uld '.'>e 
sti~1\~d wl th J ;p:n:.i Li. 

Tl:e oil .::,:,ntent shüuld be determined by ,he reforence 
methc,d : .. Russian., method1. with S analyse,;, taking the 
me;1n of thè results ,D as to !uve J relative deviation of± 
o.2sc:; ;Ji\. The value of . T ttülèrated diffrrence betwèen 
the \ alu;:::s obtained :1nd the predicted values i will be 
chosen in accürt.lance Vv ith the relativede\ii:itionsœn in the 
r;:;su'.t~ übtained using the reference metlwd. 

C:1ltbration slw:.ild be v::ilidateJ on +O samplès not mi:d 
r~x ca11br:mon anJ rhe correLltion between the NIR value~ 
.:;.nd the refrrence <.:aJue~ sh,Ju IJ bed;:::~errnined, l fc:1l ibrntion 
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proves unsatisfactor/. the spectral data for the;;e -10 sarnples 
should be returned to the initial file and fœsh calibration 
should be carried out. The: calibration should then be 
valiJated with another --40 sample,;. etc. 

C. Ivfarquié. A.-Ivt Te~sier 

lt is likely that thè number of samples neœs':iary to 
obtain bettèr calibration will be over 120. 

Conclusion 

The results of this preliminary study show that it is 
possiblè to detennine the orn content of cotton seeds by 
NIRS. 

Nevertheless. although the calibration characteristks 
obtained by ·,;ross-cbecking ·, are satisfactory (RSQ · 
> 0.91. validati.on of the method reveais too fow a level of 
correlation between the referenœ values and the NIR.S 
values. f,x laboratocy requirements. 

Fürcaiibration anà! subsequent analyses. the method for 
prepadng and conàition.ing the samples, ,vhose phy;;tcal 

characteristic,; affect NIRS analyses, needs to be fürther 
standardized. 

Our laboratory is currently worldng to improve this 
spectrophotomètric method and could be using it regularly 
for oil cament detennination in Yarietal trials by the end of 
l99.cl-. 

Theœ are a very ,,.-ide range of possibilities for the use 
of near infrared spectrophotometry in organic component 
quantification. We are alreadyplanning to use it to determine 
the protein and gossypol content of cotton seeds. 

Deter1ninacion del contenido de aceite de las sen1illas de algodon 
por espectrofotmnetria en el infrarrojo pr6ximo 

C. Ivfarquiè, A.-M. Tessier 

Resumen 

Los autores dan los resu!tados obtenicios en ur: estudio 
pre:1minar sob.e (a 0a!ibracl6n cle un ,:;spectrofotometrc en el 
infrarroio pràximo psra dete•m1nar el conrerido da a,::eite en las 
.aemmas de algoaün. La validaci6n de la calibra,:::ôn p:me de 

maniliesto una correlaciôn insuficiente entre los valores de 
reterencia './ los obteniàos por espectrofotome!rfa (coefi::iente de 
deterrninac:dn: 0.79). Los a:.1tores proponen modificaciones para 
mejorar el acondicionam1ento y la medida de ras muest•as . 

PALABRAS CLAVE: ;,emil'as de a:-godôn. ace1te. es;;ectrofot0me1r:a de infra~rojo proximo 




