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1. UVOD

Pesticidi su selektivne, bioloski aktivne tvari koje se primjenjuju u poljoprivrednoj proizvodnji
s ciljem zastite usjeva od nametnika (Bogdanovic¢ i sur., 2017). Procjenjuje se da bi bez primjene
pesticida svjetska proizvodnja hrane pala za 30 %. Kroni¢na izlozenost niskim dozama
pesticida rezultira nepovoljnim toksi¢nim uc¢incima na ljudsko zdravlje od kojih su najizrazeniji

neurotoksicni, imunotoksi¢ni i genotoksi¢ni ucinci te toksi¢no djelovanje na reproduktivni

sustav (Murati i sur., 2014).

Problem koji se pojavljuje je taj $to se pesticidi u gotovoj hrani pojavljuju u obliku ostataka
(rezidua) koji predstavljaju visoki rizik za zdravlje ljudi. Ostacima pesticida smatraju se aktivne
tvari, njihovi metaboliti i/ili produkti razgradnje ili reakcije s drugim tvarima (Palfi i sur., 2018).
lako je Europska komisija odredila najvise dopustene koli¢ine ostataka pesticida u hrani, oni su
u 5,1 % od 88 000 uzoraka hrane analiziranih diljem Europske unije detektirani u koli¢ini vecoj
od najvise dopustene (EFSA, 2022).

Ostaci pesticida su uglavnom prisutni u voc¢u, povréu i zitaricama. Otkrivanje ostataka pesticida
U hrani zahtjeva skupe laboratorijske analize kao §to su tekuéinska kromatografija visoke
djelotvornosti (engl. High Performance Liquid Chromatography, HPLC) i masena
spektrometrija (engl. Mass Spectrometry, MS). Te metode nisu dostupne u lancu distribucije
dok blisko infracrvena spektroskopija (engl. Near Infrared Spectroscopy, NIR) ne zahtjeva

skupu laboratorijsku opremu za postizanje potrebne to¢nosti detekcije (Song i sur., 2017).

Jabuke su izrazito popularno vocée u Republici Hrvatskoj te je godiSnji prosjek potrosnje jabuke,
po ¢lanu kucanstva u 2017. godini iznosio 11,5 kg (Drzavni zavod za statistiku, 2020). Stoga je
osnovni cilj ovog rada bio istraziti moze li se primjenom NIR spektroskopije kao nedestruktivne
i brze metode kvalitativno odrediti/detektirati prisutnost fungicida (Chromosul 80 i Cuprablau
Z 35 WG) na povrsini jabuka. Za istrazivanje su odabrane jabuke kupljene u trgovackom lancu
Lidl koje su prskane (tretirane) s razli¢itim koncentracijama ispitivanih fungicida. Jabuke su
snimane pomoc¢u NIR instrumenta tijekom trotjednog vremenskog perioda. Dobiveni NIR
spektri obradeni su metodom glavnih komponenata (engl. Principal Component Analysis, PCA)
kako bi se utvrdilo je li moguce primjenom NIR spektroskopije utvrditi postoje li razlike medu
prskanim (tretiranim) odnosno netretiranim uzorcima jabuka. KoriStena je parcijalna regresija
metodom najmanjih kvadrata (engl. Partial Least Square, PLS) kako bi se istrazilo je li moguce
predvidjeti fizikalne karakteristike istrazivanih fungicida (ukupne otopljene tvari, vodljivost,

boja) na temelju snimljenih NIR spektara pripremljenih otopina fungicida.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. JABUKA (Malus domestica)

2.1.1. Osnovne karakteristike biljke

Jabuka je jedno od gospodarskih i kulturno najznacajnijih vrsta voca u svijetu. Jabuka raste na
listopadnom stablu iz porodice ruza, Rosaceae. Stablo moze narasti i do 12 metara. Kros$nja
stabla je gusta i razgranata. Listovi su ovalnog oblika i usiljeni prema naprijed. Cvjetovi su
dvospolni, a ocvije¢e dvostruko (sastavljeno od ¢aske i vjenéica). Prasnici su mnogobrojni, a
tucak je jedan. Plod je okruglasti i moze biti razli¢ite boje, a dozrijeva ljeti ili u ranu jesen

(Umelji¢, 2004).

2.1.2. Nutritivna vrijednost jabuke

Jabuke spadaju medu najces¢e konzumirana voca na svijetu. Konzumiraju se svjeze ili u
preradenim oblicima (sokovi, kompoti, suhe jabuke) (Ferretti i sur., 2014). SvjeZe jabuke su
umjerene energetske vrijednosti, visoke nutritivne vrijednosti i sadrze brojne bioaktivne
komponente (Vallée Marcotte i sur., 2022). Vecina energije iz jabuke dobiva se iz jednostavnih
ugljikohidrata (Secera) od koji je dominirajuci Secer fruktoza. Osim jednostavnih ugljikohidrata
jabuka je dobar izvor topljivih vlakana (slozenih ugljikohidrata) koji imaju klju¢nu ulogu u
raznim fizioloSkim procesima u ljudskom tijelu. Jabuka je takoder bogata mikronutrijentima i
fitokemikalijama (tablica 1). Mikronutrijenti prisutni u jabukama su vitamin C i E, lutein, folna
kiselina, te minerali kalij, magnezij, fosfor i kalcij (Ferretti i sur., 2014).



Tablica 1. Prosje¢ni sadrzaj hranjivih tvari u 100 g svijeZe jabuke (prema Jensen i sur., 2009)

SASTOJAK KOLICINA
VODA (g) 85,3
ENERGUA (kcal ki™) 54/227
PROTEINI (g) 0,3
MASTI (g) 0,6
UGLKOHIDRATI (g) 12,9
Fruktoza () 5,7
Glukoza (g) 0,6
Saharoza () 0,57
Vlakna (Q) 2,7
Pektin (g) 2
KALIJ (mg) 144
KALCIJ (mg) 7,0
MAGNEZIJ (mg) 6,0
FOSFOR (mg) 12,0
TIAMIN (mg) 0,016
RIBOFLAVIN (mg) 0,011
VITAMIN B6 (mg) 0,051
FOLAT (mg) 9
VITAMIN C (mg) 12
UKUPNI POLIFENOLI (mg) 111,45
Flavanoli (mg) 93,33
Flavonoli (mg) 5,66
Antocijanidini (mg) 1,62

2.1.3. Bioloski aktivne komponente u jabuci

Sve veci broj istrazivanja ukazuje na povezanost izmedu konzumacije voca i povréa i
poboljSanog zdravlja. Istrazivanja pokazuju da bioloski aktivne komponente u biljnoj hrani,

posebno fitokemikalije imaju vrlo veliki utjecaj na smanjenje rizika od razvoja brojnih bolesti.



Jabuke su izrazito bogate fitokemikalijama i zbog toga su uklju¢ena u brojna istrazivanja koja

proucavaju utjecaj jabuka na ljudsko zdravlje (Hyson, 2011).

2.1.3.1. Fitokemikalije

Fitokemikalije su sekundarni metaboliti biljaka koji zbog antioksidacijskog djelovanja imaju
pozitivan u¢inak na ljudsko zdravlje. Fitokemikalije se ne mogu sintetizirati u ljudskom tijelu,
iz tog razloga potrebno ih je unositi u organizam preko hrane. U fitokemikalije spadaju
karotenoidi, flavonoidi, oligosumporni spojevi, fenolne kiseline, fitoestrogeni, reservatrol,
fitosteroli i fitostanoli. Fitokemikalije zbog svog antioksidacijskog djelovanja smanjuju rizik
od razvoja raka, dijabetesa tipa Il, hipertenzije, astme, infekcija i kardiovaskularnih bolesti.
Fitokemikalije koje su prisutne u jabukama su polifenoli. U jabukama je prisutno pet skupina
polifenola, a to su flavanoli (katehin, epikatehin, procijanidin), flavonoli (kvercetin, glikozidi),
fenolne kiseline (klorogena, galna i kumarinska kiselina), dihidrohalkoni (floretin glikozidi) i

antocijanidini (Vallée Marcotte i sur., 2022).

2.1.3.2. Vitamin C

Vitamin C je snazan antioksidans koji je prisutan u svakom vocéu i povréu. Antioksidansi su
molekule koje doniraju elektron ili proton slobodnom radikalu i na taj nacin ih
"onesposobljavaju” da ostete stanice. Jedna jabuka mase 150 g sadrzi 18 mg vitamina C $to ¢ini
24 % od preporucenog dnevnog unosa vitamina C zaslik Zene i 20 % od preporucenog dnevnog
unosa za muskarce (Jensen i sur., 2009). Vitamin C osim svoje antioksidacijske aktivnosti
djeluje i kao kofaktor za enzime koji kataliziraju reakcije biosinteze misSi¢nog karnitina,
noradrenalin itd. Nedostatak vitamina C uzrokuje sporo zacjeljivanje rana i povecava rizik od
kardiovaskularnih bolesti. Osoba koja kroz duzi vremenski period ne konzumira vitamin C

razvija skorbut (Jensen i sur., 2009).

2.1.3.3. Vlakna
Vlakna su polisaharidi koji se ne probavljaju prolaskom kroz gornji dio gastrointestinalnog
sustava. Vlakna se u debelom crijevu podvrgavaju mikrobnoj fermentaciji pri ¢emu nastaju
spojevi koji su bioloski aktivni. Brojna istrazivanja pokazuju da vlakana smanjuju rizik od
kardiovaskularnih bolesti, dijabetesa, pretilosti, gastrointestinalnih poremecaja i raka (Hervik i
Svihus, 2019).

2.1.3.4. Pektin
Pektin je polisaharid koji se nalazi u kori voéa. Bitno svojstvo pektina je njegova visoka

topljivost u vodi. Zbog svoje viskoznosti, pektin se moze vezati na teske metale (arsen, kadmij,



olovo i ziva) i olaksati njihovo izlu¢ivanje iz organizma. Pektin ima antikancerogena svojstva
i preventivnu ulogu u $irokom spektru karcinoma (prostate, gusterace, dojke i debelog crijeva).
Bakterije debelog crijeva fermentiraju pektin pri ¢emu se povecava kiselost u debelom crijevu

i eliminiraju nepozeljne bakterije (Lara-Espinoza i sur., 2018).

2.2. PESTICIDI

Pesticidi (lat. pestis-kuga i occidere-ubiti) su tvari ili mjesavina tvari koje se koriste za

odbijanje, kontroliranje ili unistavanje bilo kojeg Stetnog organizma (Singh, 2012) .
Pesticidi se s obzirom na svoju namjenu dijele na:

- Insekticide (suzbijaju kukce)

- Akaricide (suzbijaju grinje)

- Nematocide (suzbijaju fitoparazite nematode)
- Limacide (suzbijaju puzeve)

- Korvifuge (odbijaju napad ptica)

- Rodenticide (suzbijaju glodavce)

- Fungicide (suzbijaju fitopatogene gljive)

- Herbicide (suzbijaju korove)

- Regulatore rasta (utjecu na zivotne procese bilja druk¢ije od hranjiva) (Singh, 2012).

2.2.1. Ostaci pesticida na jabukama

Jabuke se u velikim koli¢inama konzumiraju u mnogim zemljama i1 smatraju se vrijednom
hranom jer sadrZze komponente koje imaju pozitivan u¢inak na ljudsko zdravlje (Slavin i Lloyd,
2012). Izvjesc¢a Svjetske zdravstvene organizacije i Organizacije za hranu i poljoprivredu
preporucuju da bi odrasle osobe trebale dnevno konzumirati najmanje pet serviranja voca i
povréa (Pem 1 sur., 2015). S druge strane, da bi se stabla i plodovi jabuka zastitili od brojnih
patogenih gljiva i Stetnika koji mogu uzrokovati smanjenje prinosa, koriste se brojna sredstva
za za$titu (Damos i sur. 2015). Ostaci pesticida u plodovima koji su tretirani sa brojnim
zastitnim sredstvima mogu predstavljati opasnost za ljudsko zdravlje (Khan i sur. 2020). lako
Europska unija svojim propisima odreduje maksimalnu dozvoljenu koncentraciju ostataka
pesticida koja moze biti prisutna na hrani (Commision Regulation (EC) 396/2005, 2006)

nepravilna upotreba pesticida moze dovesti do kontaminacije hrane, a posljedi¢no i1 do



naruSavanja zdravlja potroSaca. Jedno od istrazivanja je provedeno na libanonskim jabukama
koje su nabavljene kod domacih proizvodaca. Analiziralo se 212 uzoraka jabuka, rezultati su
pokazali da 16 % analiziranih uzoraka nije imalo ostatke pesticida na povrsini ploda, 23 % je
sadrzavalo ostatke pesticida u granicama maksimalne dozvoljene razine ostataka pesticida Sto
je propisala Europska unija, a 61 % analiziranih uzorka je sadrzavalo ostatke pesticida u koli¢ini

vec¢oj od maksimalne dozvoljene razine (El Hawari i sur., 2019).

2.3. BLISKO INFRACRVENA SPEKTROSKOPIJA

2.3.1. Osnove blisko infracrvene spektroskopije

Svjetlost u bliskom infracrvenom podrucju (engl. Near Infrared, NIR) je 1800. godine otkrio
njemacki znanstvenik Friedrich Wilhelm Herschel tako $to je promatrao prolazak Merkura
preko sunca. Herschel je primijetio da se prilikom tog dogadaja u njegovom teleskopu
generirala velika koli¢ina topline (Davies, 2000). Tada je Herschel dosao do zakljucka da
postoji i druga vrsta nevidljivog zracenja koja je izvan podruéja crvene vidljive svjetlosti i to
zraCenje je nazvao “zraka topline”. Kasnije je potvrdeno postojanje “zrake topline” te je
otkriveno da to zracenje ima veéu valnu duljinu od vidljive svjetlosti i nazvano je infracrveno
zracenje (Ozaki i Huck, 2021).

lako je Herschel otkrio svjetlost u blisko infracrvenom podrucju jo§ 1800. godine, najranija
primjena NIR spektroskopije je zabiljezena tek 1950. godine jer se do tad smatralo da se tom
metodom ne moZe niSta analiticki detektirati. Razvoj 1 poboljSanje elektri¢nih, optickih
komponenti 1 pojava racunala koja je omogucila uc¢inkovitu obradu informacija upravo je

pokazala suprotno (Davies, 2000).

Za razliku od UV (engl. Ultraviolet) spektroskopije koja je elektronska spektroskopija i IR
(engl. Infrared) spektroskopije koja je vibracijska spektroskopija, NIR spektroskopija je
elektronska 1 vibracijska spektroskopija pa mozemo re¢i da je zbog te Cinjenice NIR
spektroskopija nesto posebno jer se nalazi izmedu podrucja elektronske spektroskopije i
podrucja vibracijske spektroskopije. Na NIR spektru se zbog toga mogu promatrati vrpce koje

nastaju zbog elektronskih i vibracijskih prijelaza (Ozaki i Huck, 2021).



NIR podrucje obuhvaca raspon valnih duljina od 780 nm do 2500 nm. U tom podruc¢ju molekula
apsorbira zracenje odredenih valnih duljina te se pobuduju vibracijski prijelazi. Ti vibracijski
prijelazi vide se kao vrpce u opazanom spektru. Molekula moze vibrirati na dva osnovna nacina:
istezanje veza (krace valne duljine) i deformacija kutova (dulje valne duljine). Istezanje moze
biti asimetri¢no i simetri¢no, a savijanje u ravnini i izvan ravnine. Vibracije molekula mogu se
opisati pomo¢u modela harmonijskog oscilatora kod kojeg se energije razli¢itih i jednako
razmaknutih razina mogu opisati pomoc¢u formule:

_ 1. h k
Evib= (v + E)E\/;

U ovoj jednadzbi v oznaCava vibracijski broj, h je Planckova konstanta i iznosi
6,62606896-103* J s, k konstanta sile i p smanjene mase vezanih atoma. Kod modela
harmonijskog oscilatora moguc¢i su prijelazi samo izmedu uzastopnih energetskih razina i zato
ovaj model ne moze objasniti ponaSanje stvarnih molekula (ne uzima u obzir odbijanje izmedu

atoma i disocijaciju veze) (Ozaki i Huck, 2021).

Ponasanje molekula bolje opisuje model anharmonijskog oscilatora. U anharmonijskom
modelu energije nisu jednako rasporedene jer kad se atomi medusobno priblize inducira se
odbijanje §to kao posljedicu ima povisenje energije tj. kad su atomi medusobno udaljeni prvo
se inducira privlacenje §to kao posljedicu ima povisenje energije, ali daljnjim udaljavanjem
dogada se disocijacija atoma i smanjenje energije. U modelu anharmonijskog oscilatora za
razliku od modela harmonijskog oscilatora moze do¢i do prijelaza izmedu ne susjednih
vibracijskih stanja te nastaju vrpce poznate kao overtoni (engl. overtone). Zapravo NIR spektar
¢ini kombinacija osnovnih vibracija i overtona. Osnovne vibracije nastaju kada molekula
apsorbira jedan kvant energije, a overton nastaje kada se apsorbira vise od jednog kvanta
energije Sto je opisano modelom anharmonijskog oscilatora. Kao $to smo prethodno rekli u
stvarnosti su vibracije anharmonijske i prvi overton ima frekvenciju koja je skoro pa dvostruko
veca od osnovne vibracije. Za pobudivanje ve¢ih overtona je potrebno sve manje i manje

energije Sto na kraju zavrsava disocijacijom molekule (Ozaki i Huck, 2021).

Vrpce se pojavljuju izmedu 780 nm i 2500 nm, ovisno o redu overtonova te prirodi i Snazi veze.
U poliatomnim molekulama moze do¢i do istovremene apsorpcije zracenja tijekom dviju
vibracija te nastaju kombinacijske vrpce. One se pojavljuju na valnim duljinama od 1900 nm
do 2500 nm (Blanco i Villarroya, 2002).



Nedostaci NIR spektroskopije su ti §to su NIR mjerenja slabo selektivna, pa se mora koristiti
kemometrija kako bi se iz analitickih podataka dobilo $to viSe relevantnih informacija, ne
postoje modeli koji uzimaju u obzir interakciju izmedu NIR svjetlosti i materije te je kalibracija
cesto Cisto empirijska, nije jako osjetljiva metoda i obi¢no se moze primijeniti samo na glavne

komponente (Blanco i Villarroya, 2002).

Prednosti NIR spektroskopije su te $to je to brza, neinvazivna tehnika koja zahtjeva minimalnu
ili nikakvu pripremu uzorka. NIR spektar sadrzi informacije o elektronegativnosti, fizikalnim
svojstvima materijala (gustoca, viskoznost, veli¢ina Cestica...itd.), jacini veze i prisutnoj
vodikovoj vezi (ako je prisutna vodikova veza mijenja se energetsko stanje vibracija i vrpca se

na spektru pomice prema visim valnim duljinama) (Blanco i Villarroya, 2002).

Zbog gore navedenih prednosti NIR spektroskopija se pocela koristiti u brojnim industrijskim
granama za rutinske kontrolne analize. U poljoprivrednoj i prehrambenoj industriji NIR
spektroskopija se koristi za odredivanje proteina u pSenici i za izravno analiziranje voc¢a i povréa
tijekom raste i nakon berbe (Guthrie i sur. 1998), u petrokemijskoj industriji za analizu
ugljikovodika, goriva, frakcija nafte, polimera i drugih naftnih derivata (Monteiro i sur., 2017),
a u farmaceutskoj industriji za kontrolu farmaceutskih proizvoda u razli¢itim fizickim oblicima

kao $to su granule ili tablete (Eustaquio i sur. 1999).

2.3.2. NIR instrumenti

Blisko infracrvena spektroskopija sa stajaliSta instrumentacije je opticka apsorpcijska
spektroskopija. Iz tog razloga NIR spektrometri imaju istu opéu shemu dizajna kao $to imaju
spektrometri u vidljivoj (VIS) i infracrvenoj (IR) spektroskopiji. Zbog toga instrumenti koji su
namijenjeni za rad u VIS (400-800 nm) i IR (700-1000 nm) podru¢jima mogu izmjeriti dio NIR
spektra (780-2500 nm) (Ozaki i Huck, 2021).

Osnovni dijelovi NIR spektrometra su izvor zracenja, selektor valne duljine (monokromator ili
interferometar) i detektor (slika 1). Postoje dvije opce klase spektrometra: konvencionalni
uredaji u kojima se dispergira valna duljina i Fourierova transformacija (Huck, 2021). Kod
disperzivne valne duljine monokromator propusta samo odredene valne duljine koje mogu u
odredenom vremenu sti¢i do detektora. DanaSnji spektrometri gotovo u potpunosti koriste
princip Fourierovih transformacija. U takvim spektrometrima valne duljine se razdvajaju
pomocu interferometra koji omogucuje upad svih valnih duljina na detektor (Hanely, 2012).

Fourierov transformacijski spektrometar specijaliziran za NIR podruc¢je dostupan je na trzistu
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pod nazivom FT-NIR (engl. Fourier Transform-Near Infrared Spectroscopy). FT spektrometar
mjeri interferenciju svjetlosnih zraka koje su podijeljene na dvije zrake pomoc¢u Michelsenova
interferometra. FT spektrometar se sastoji od izvora svjetlosti, jednog polupropusnog zrcala
koje djelomic¢no reflektira, a djelomi¢no propusta svjetlost, ravnih zrcala od kojih se jedno moze
kretati duz opticke osi, a drugo ne i detektora. Svjetlost se emitira iz izvora prema
polupropusnom zrcalu. Zatim se jedan dio svjetlosti odbija od polupropusnog zrcala i reflektira
se na nepokretno zrcalo. Dio svjetlosti koji je propusten kroz polupropusno zrcalo ide prema
pomi¢nom zrcalu. Reflektirana i propustena zraka svijetlosti odbijaju se na ravnom
nepomic¢nom zrcalu i ravnom pomic¢nom zrcalu i ponovno se sastaju na detektoru gdje se vidi

interferentna slika (lkehata i sur., 2008)

1ZVOR ZRACENJA

_ Ig=

POLOZAT
UZORKA PRI
TEHNICI FT

POLOZAJ
UZOREA PRI
DHSPERZLISRO)
TEHNICT

Slika 1. Shematski prikaz spektrometra (prema Huck, 2021)

Vecina komercijalno dostupnih spektrometara kao izvor svjetlosti koristi Zarulje od volframa.
Drugi spektrometri umjesto volframovih Zarulja imaju diode koje emitiraju LED svjetlost.
Detektor svijetlosti moze biti silicijev sulfid, olovni sulfid, deuterirani triglicin sulfid i indij

galij arsenid (Crocombe, 2018).

Prije mjerenja uzorak se stavlja u kivetu. Zatim se ta kiveta pozicionira izmedu izvora svijetlosti
i monokromatora ili izmedu interferometra i detektora. Prije nego $to se uzorak snimi mora se
snimiti referentni spektar (zrak, otapalo, prazna kiveta...itd.). Rezultate mjerenja je moguce
izraziti kao apsorbanca logio (1/T) ili transmitanca (T). Transmitanca je udio upadnog zracenja
kojeg je uzorak propustio. Uzorak moze biti u tekuc¢em ili krutom agregatnom stanju. Za
snimanje tekucih uzoraka se koriste kivete, a za snimanje uzoraka u krutom agregatnom stanju
sonde. Na zavrsni izgled NIR spektra mogu utjecati i vanjski ¢cimbenici kao $to su vlaga zraka,

temperatura i razne vibracije (Smetisko, 2018).



2.3.3. Kemometrija

Analiticke informacije o uzorku su sadrzane u Sirokim i preklopljenim vrpcama na NIR spektru.
Osim toga dva razli¢ita uzorka mogu na NIR spektru imati dvije male razlike koje je tesko
razlikovati golim okom. Iz tih razloga NIR spektroskopija zahtijeva kemometriju kako bi se iz
analitickih podataka dobilo $to viSe relevantnih informacija (Massart i sur.,1988; Matijevic i
Blazi¢, 2008). Kemometrija je kemijska disciplina koja koriste¢i matematicke i statisticke
metode predvida i optimira rezultate eksperimenta (Mathias, 2007). Podru¢ja primjene
kemometrije mogu se podijeliti u Cetiri grupe metoda. Prvu grupu ¢ine metode koje omogucuju
prikupljanje valjanih podataka, drugu grupu ¢ine metode koje omogucuju odabir vrijednih
informacija iz valjanih podataka, tre¢u grupu ¢ine metode kojima se analiziraju spektroskopski

podaci, a ¢etvrtu grupu ¢ine metode umjetne inteligencije (Wold i Sjostrom, 1998).
Kemometrija koristi ove multivarijatne metode:

¢ Analiza glavnih komponenata (engl. Principal Component Analysis, PCA)

e Kanonicka korelacijska analiza (engl. Canonical Correlation Analysis , CCA)

e Analiza zajednickih komponenata i odredene tezine (engl. Common Components and
Specific Weight Analysis, CCSWA)

o Faktorska diskriminativna analiza (engl. Factorial Discriminant Analysis, FDA)

e Regresija glavnih komponenata (engl. Principal Component Regression, PCR)

e Parcijalna regresija metodom najmanjih kvadrata (engl. Partial Least Squares; PLS)

¢ Kilaster analiza (engl. Cluster Analysis, CA)

e Visestruka linearna regresija (engl. Multiple Linear Regression, MLR)

e Linearna diskriminantna analiza (engl. Linear Discriminant Analysis, LDA)

e Umjetne neuronske mreze (engl. Artificial Neural Network, ANN) (Heberger, 2008).

NajceS¢e koriStene kemometrijske metode u obradi NIR spektara su analiza glavnih
komponenata (engl. Principal Component Analysis, PCA) i parcijalna regresija metodom
najmanjih kvadrata ( engl. Partial Least Squares, PLS).
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2.3.3.1. Analiza glavnih komponenata

Analiza glavnih komponenata (engl. Principal Component Analysis, PCA) je matematicki
postupak koji se koristi za razrjeSavanje skupova podataka u nezavisne varijable tzv. "glavne
komponente" ¢ije linearne kombinacije aproksimiraju izvorne podatke do bilo kojeg stupnja
toc¢nosti (Jollife i Cadima, 2016). Glavni cilj analize glavnih komponenata je smanyjiti
dimenzionalnost skupa podataka koji se sastoji od prevelikog broja medusobno povezanih
varijabli tako da se pronade novi skup varijabli koji je manji od izvornog skupa, ali koji unatoc¢
tome zadrzava vecinu informacija sadrzanih u izvornom skupu. Nove varijable, zvane glavne
komponente nisu korelirane i poredane su tako da prvih nekoliko zadrzi vecinu varijacija
prisutnih u svim izvornim varijablama. Smanjivanjem dimenzionalnosti prostora uvodenjem
glavnih komponenata pojednostavljuje se interpretacija podataka (Jolliffe, 2006). Vizualizacija
podataka se izvodi pomocu tzv. faktorskih bodova (engl. score plots). Vrijednosti faktorskih
bodova za spektre koji se razlikuju su odvojeni, dok se vrijednosti faktorskih bodova za sli¢ne

spektre nalaze vrlo blizu, Sto omoguéava njihovo grupiranje (Jednacak i Novak, 2013).

2.3.3.2. Parcijalna regresija metodom najmanjih kvadrata

Parcijalna regresija metodom najmanjih kvadrata (engl. Partial Last Squares, PLS) je
multivarijantna projekcijska metoda koja istovremeno modelira nezavisne varijable (X) i
zavisne varijable (Y) kako bi pronasla latentne varijable u X koje ¢e predvidjeti latentne
varijable u'Y (Berrueta i sur., 2007). Prvenstveno se koristi u kemijskoj industriji, farmaceutskoj
industriji, prehrambenoj industriji i industriji plastike. Uobi¢ajena primjena parcijalne regresije
metodom najmanjih kvadrata je modeliranje odnosa izmedu spektralnih mjerenja (NIR, IR,
UV), koja ukljuc¢uju mnoge varijable koje su ¢esto medusobno povezane, bilo kemijskog

sastava ili drugih fizikalno-kemijskih svojstava (Abdi, 2010).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1 MATERIJALI

3.1.1. Uzorci jabuka

Za provodenje eksperimentalnog dijela ovog rada koristene su jabuke kupljene u prodavaonici

Lidl. Naziv jabuke je " Jabuka zelena", a sorta jabuke je zlatni deliSes. Proizvodac je Hortivia

d.o.o., Valpovo, Hrvatska.

3.1.2. Kemikalije

Chromosul 80 — fungicid na bazi sumpora (BASF Croatia d.o0.0., Zagreb, Hrvatska).
Cuprablau Z 35 WG - Dibakrov klorid trihidroksid (Cu2(OH)3Cl) (CHROMOS
AGRO d.d., Zagreb, Hrvatska).

Destilirana voda

3.1.3. Aparatura

Analiti¢ka vaga (Sartorius TE214-SOCE, Njemacka)

Vorteks (BiosanVortex V1 Plus, Riga, Latvija)

Konduktometar (SevenCompact, MettlerToledo, Greifensee, Svicarska)

NIR spektrometar (Control Development inc., NIR-128-1.7-USB/6.25/50 pum,
South Bend, SAD)

Magnetska mijesalica (Heidolph Instruments, Schwabach, Njemacka)

PCE-CSM 3 kolorimetar (PCE Instruments, Njemacka)

3.1.4. Pribor

Laboratorijske ¢aSe volumena 50 mL, 100 mL, 250 mL i 500 mL
Menzura volumena 100 mL

Metalna Spatulica

Boce Strcaljke

Pipeta volumena 100 do 1000 uL.

Mikropipeta volumena 10 do 100 puL

Falcon kivete volumena 50 mL
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- NIR kivete volumena 15 mL

3.2. METODE

3.2.1. Priprema uzoraka

3.2.1.1. Priprema otopina/suspenzija istrazivanih fungicida

Za istrazivanje koje je provedeno u ovom radu odabrana su dva komercijalna fungicida,

Chromosul 80 i Cuprablau Z 35 WG. Ovi fungicidi su stavljeni na trziste u obliku praha, a

karenca (najkraci vremenski period koji mora prote¢i od zadnje primjene pesticida do prve

berbe, Zetve, otkosa ili pustanja stoke na ispaSu) im je Cetrnaest dana (Dragovi¢, 2017). Doze

koje proizvodac preporucuje za koristenje u programu zastite plodova jabuke od bolesti iznose
0,3 % (300 g u 100 L vode) za Chromosul 80 i 0,05 % (50 g u 100 L vode) za Cuprablau Z 35
WG i po tim preporukama su napravljene originalne doze (0,3 Ch i 0,3 Cu). U tablici 2

prikazane su oznake uzoraka te njihovo znacenje.

Tablica 2. Prikaz oznaka uzoraka te njihovo znacenje za suspenzije/otopine fungicida

Chromosul 80 i Cuprablau Z 35 WG

OZNAKA UZORKA ZNACENIJE

0,3 Ch 0,3 % - tna suspenzija fungicida Chromosul
80 (originalna suspenzija)

0,05 Cu 0,05 % - tna otopina fungicida Cuprablau Z
35 WG (originalna otopina)

10x Suspenzija/otopina fungicida koja je deset
puta razrijedena u odnosu na originalnu.

20x Suspenzija/otopina  fungicida  koja je
dvadeset puta razrijedena u odnosu na
originalnu.

30x Suspenzija/otopina fungicida koja je trideset
puta razrijedena u odnosu na originalnu.

50x Suspenzija/otopina fungicida koja je pedeset
puta razrijedena u odnosu na originalnu.

70x Suspenzija/otopina fungicida koja je Sezdeset
puta razrijedena u odnosu na originalnu.

90x Suspenzija/otopina  fungicida koja je
devedeset puta razrijedena u odnosu na
originalnu.
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(Tablica 2. Prikaz oznaka uzoraka te njihovo znaCenje za suspenzije/otopine fungicida
Chromosul 80 i Cuprablau Z 35 WG — nastavak)

100x Suspenzija/otopina fungicida koja je sto puta
razrijedena u odnosu na originalnu.

150x Suspenzija/otopina fungicida koja je sto
pedeset puta razrijedena u odnosu na
originalnu.

200x Suspenzija/otopina fungicida koja je dvjesto
puta razrijedena u odnosu na originalnu.
350x Suspenzija/otopina fungicida koja je tristo
pedeset puta razrijedena u odnosu na
originalnu.

500x Suspenzija/otopina fungicida koja je petsto
puta razrijedena u odnosu na originalnu.
700x Suspenzija/otopina  fungicida koja je
sedamsto puta razrijedena u odnosu na
originalnu.

900x Suspenzija/otopina fungicida koja je devetsto
puta razrijedena u odnosu na originalnu.
1000x Suspenzija/otopina fungicida koja je tisucu
puta razrijedena u odnosu na originalnu.

Prvo se napravio izracun za originalne uzorke i uzorke svih razrjedenja za oba fungicida. Nakon
deset do petnaest minuta iz originalnih uzoraka (koji su cijelo vrijeme mije$ani na magnetskoj
mijesalici brzinom od 250 rpm) pomocu pipete i mikropipete izuzimao se odgovarajuci
volumen suspenzije/otopine kako bi se napravila razli¢ita razrjedenja (tablica 2). Uzorci

odgovarajucih razrjedenja su se pripremali u plasti¢nim epruvetama s ¢epom volumena 50 mL.

3.2.1.2. Prskanje (kontaminacija) jabuka istraZivanim fungicidima

Za prskanje jabuka su napravljene nove originalne suspenzije/otopine istrazivanih fungicida te
je svaki fungicid razrijeden sto i tisuéu puta. Za kontaminaciju originalnom
suspenzijom/otopinom te odgovaraju¢im razrjedenjima, kao i za kontrolni eksperiment
(netretirane/neprskane jabuke), odabrane su po dvije jabuke koje su bile sli¢ne po masi, duzini

1 Sirini.
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Tablica 3. Prikaz oznaka uzoraka te njihovo znaCenje za jabuke koje su prskane
(kontaminirane) fungicidima Chromosul 80 i Cuprablau Z 35 WG

OZNAKA UZORKA ZNACENJE

0 Netretirana (kontrolna) jabuka

1Ch Jabuka prskana originalnom suspenzijom
fungicida Chromosul 80

2 Ch Jabuka prskana suspenzijom sto puta

razrijedenom u odnosu na originalnu
suspenziju fungicida Chromosul 80
3Ch Jabuka prskana suspenzijom tisu¢u puta
razrijedena u odnosu na originalnu
suspenziju fungicida Chromosul 80

1Cu Jabuka prskana originalnom otopinom
fungicida Cuprablau Z 35 WG
2 Cu Jabuka prskana otopinom sto puta

razrijedenom u odnosu na originalnu otopinu
fungicida Cuprablau Z 35 WG
3Cu Jabuka prskana otopinom tisuu puta
razrijedenom u odnosu na originalnu otopinu
fungicida Cuprablau Z 35 WG

Nakon toga su se jabuke isprale pod mlazom vode i osuSile ubrus papirom i oznacile

vodootpornim markerom (slika 2). Znacenje oznaka je prikazano u tablici 3.
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Slika 2. Oznacene (netretirane i tretirane) jabuke koje su se snimale NIR spektrometrom

(vlastita fotografija)

Suspenzija/otopina istrazivanog fungicida je homogenizirana na magnetskoj mijesalici
(Heidolph Instruments, Schwabach, Njemacka) deset do petnaest minuta (250 rpm) te su
napravljena odgovaraju¢a razrjedenja istraZzivanih fungicida izuzimanjem odgovarajuceg
volumena suspenzije/otopine. Kontaminacija se vrsila tako da je svaka jabuka zasebno stavljena
na aluminijsku foliju te je prskana s 50 mL suspenzije/ otopine fungicida odnosno s 50 mL
pripremljenih odgovarajuéih razrjedenja. Jabuke su nakon toga ostavljene cca dva sata i trideset

minuta da se suSe na sobnoj temperaturi.
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3.2.2. Ukupne otopljene tvari i vodljivost

Pomocu konduktometra (SevenCompact, MettlerToledo, Greifensee, Svicarska) mjerene su
vrijednosti ukupnih otopljenih tvari (engl. Total Dissolved Solids, TDS) i vodljivosti. Mjerenje
se provodilo uranjanjem sonde konduktometra u suspenziju/otopinu istrazivanih fungicida
odnosno njihovih odgovarajuc¢ih razrjedenja te su se ocitale vrijednosti vodljivosti odnosno
TDS-a. Svaki uzorak mjeren je tri puta, a kao rezultat se uzimala srednja vrijednost & standardna

devijacija.

3.2.3. Odredivanje boje uzoraka istrazivanih fungicida

Boja svih uzoraka odredena je primjenom kolorimetra PCE-CSM3 (PCE Instruments,
Njemacka) na na¢in da se svaki uzorak ulio u Kivetu i stavio u kuéiSte na instrumentu.
Kolorimetrija primjenjuje CIELab sustav (trodimenzionalni prostor boja u kojemu se svaka
boja moze jednoznaéno prikazati to¢kom). Kolorimetrom su se mjerili Hunterovi parametri: L,
a’ i b" za svaki uzorak. L* je svjetlina uzorka (L* = 0 — potpuno crno, L* = +100 — potpuno
bijelo), a* ozna¢ava boju uzorka u rasponu od - 100 do + 100, (a"= - 100 &ista zelena boja, 8" =
+ 100 &isto crvena boja), b” ozna¢ava takoder boju (b* = - 100 ¢&isto plava boja, b* = + 100 ¢&isto
zuta boja). CIELab sustav se sastoji od dvije kromatske osi (a* i b*) i jedne akromatske osi
(L*) koja je okomita na kromatske osi (Levaj, B., 2018). Svaki uzorak mjeren je tri puta, a kao

rezultat se uzimala srednja vrijednost + standardna devijacija.

Za izracun promjene boje suspenzija/otopina istraZivanih fungicida te njihovih odgovaraju¢ih
razrjedenja u odnosu na boju originalne suspenzije (0,3 Ch) i otopine (0,05 Cu), Kkoristi se

vrijednost AE*. Vrijednosti AE* su izracunate po formuli (Mokrzycki i Tatol, 2011):

AE* = /(L* — L*ref)? + (a* — a*ref)? + (b* — b*ref)?

L* oznacava svjetlinu boje ispitivanog uzorka u CIELab prostoru boja, a* i b* oznacavaju
parametre boje odgovaraju¢ih razrjedenja suspenzija/otopina istrazivanih fungicida. L*ref
oznacava svjetlinu boje referentne, originalne suspenzije/otopine istrazivanih fungicida dok a*

1 b* oznacavaju parametre boje originalne referentne, suspenzije/otopine istrazivanih fungicida.
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3.2.4. NIR spektroskopija

Kontinuirani NIR spektri pripremljenih suspenzija/otopina fungicida te njihovih odgovarajucih
razrjedenja snimani su na NIR spektrometru Control Development, Inc., NIR-128-1.7-
USB/6.25/50 pm s instaliranim Control Development softverom SPEC 32. NIR spektri su
snimani u rasponu valnih duljina od 904 nm do 1699 nm. Uzorci istraZivanih fungicida snimani
su u kivetama koje su se pozicionirale u postolje za snimanje tekucih uzoraka. Za svaki uzorak
su snimljena tri spektra iz kojih je izracunata srednja vrijednost, koja je koristena u daljnjim

analizama.

Jabuke koje su prskane razli¢itim koncentracijama istrazivanih fungicida te dvije kontrolne
netretirane jabuke su oznacene kruzi¢ima na Cetiri, tzv. ekvatorijalne pozicije (Jamshidi i sur.,
2015). Jabuke su svaki dan, nakon $to su izvadene iz frizidera, ostavljene 2 h na sobnoj
temperaturi. Snimanje NIR spektara se vrsilo pomocu NIR instrumenta na nacin da se sonda
prislonila na povrSinu jabuke unutar oznacene pozicije (Slika 3). Snimanje unutar svake
oznacene pozicije se vrsilo tri puta. Nakon prskanja odnosno kontaminacije, NIR spektri jabuka
su snimani tijekom vremenskog perioda u trajanju od tri tjedna. Prva dva tjedna spektri su
snimani svaki dan (izuzev vikenda), dok su tre¢i tjedan snimljeni samo jedanput. Za svaku
jabuku snimljeno je dvanaest spektara a budu¢i da su po dvije jabuke prskane odgovaraju¢im
koncentracijama fungicida, za svaki uzorak (prskane i neprskane, odnosno kontrolne jabuke)

kao rezultat se uzimala srednja vrijednost od 24 spektara.

N

Slika 3. Prikaz snimanja netretiranih i tretiranih jabuka NIR sondom (vlastita fotografija)
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3.2.5. Obrada dobivenih podataka

Za analizu dobivenih podataka koriSten je MS Excel 2013 (Microsoft Corporation, Redmond,
SAD) i softverski paketi Statistica 14.0 (TIBCO® Statistica, SAD) i The Unscrambler® X 10.4
(CAMO software, Oslo, Norveska). U MS Excelu 2013 su uneseni svi izmjereni podaci i
koristio se za izraCunavanje srednjih vrijednosti i standardne devijacije dobivenih
eksperimentalnih podataka. Program Statistica 14.0 je koriSten za provedbu analize glavnih
komponenata kojom se smanjila dimenzionalnost skupa. Program The Unscrambler® X 10.4

je koriSten za provedbu parcijalne regresije metodom najmanjih kvadrata.

3.2.6. Analiza glavnih komponenata

Analiza glavnih komponenata (engl. Principal Component Analysis, PCA) metoda je
multivarijatne analize podataka koju definiramo kao alat za pronalaZenje sli¢nosti i razlika
izmedu dobivenih podataka. Cilj PCA analize je reducirati broj izvornih varijabli na mali broj
indeksa koji su linearna kombinacija izvornih varijabli i koji se zovu glavne komponente.
Glavne komponente objasnjavaju varijabilnost podataka na najkoncizniji na¢in, pokazujuci
neke skrivene povezanosti odnosno meduodnose podataka (Jollife i Cadima, 2016) (Mauser i
Hartigan, 1977).

PCA analiza primijenjena je za interpretaciju snimljenih NIR spektara suspenzija/otopina
istrazivanih fungicida 1 njihovih pripremljenih razrjedenja te za interpretaciju NIR spektara

tretiranih (kontaminiranih) i netretiranih (kontrolni eksperiment) jabuka.

3.2.7. Parcijalna regresija metodom najmanjih kvadrata

Parcijalna regresija metodom najmanjih kvadrata (engl. Partial Least Squares, PLS) je metoda
koja se koristi za analizu skupa zavisnih varijabli iz skupa nezavisnih varijabli, tj. koristi se za
predvidanje rezultata. Na temelju izraCunatih vrijednosti koeficijenata determinacije za
kalibraciju, validaciju i predikciju te pripadajuce vrijednosti korijena srednjeg kvadratnog
odstupanja (engl. Root Mean Squared Error, RMSE) ocjenjuje se prikladnost primijenjenih PLS

modela. Vrijednosti koeficijenta determinacije (R?) kre¢u se u rasponu od 0 do 1. Sto je
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vrijednost R?bliza 1, to je bolje slaganje nezavisne i zavisne varijable odnosno model uspjesno
opisuje eksperimentalne podatke (Gajdo$ Kljusuri¢ i sur., 2017). U ovom radu koriStena je
parcijalna regresija metodom najmanjih kvadrata kako bi se, na temelju snimljenih NIR
spektara pripremljenih suspenzija/otopina ispitivanih fungicida i njihovih odgovaraju¢ih
razrjedenja (10x, 20x, 30x, 50x, 70x, 90x, 100x, 150x, 200x, 350%, 500x, 700x, 900x, 1000x),
predvidjele fizikalne karakteristike istrazivanih fungicida (ukupne otopljene tvari, vodljivost,

boja pripremljenih suspenzija/otopina i njihovih odgovarajuéih razrjedenja).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom radu ispitivana je sposobnost NIR spektroskopije kao nedestruktivne, brze i
jednostavne metode da detektira prisutnost razli¢itih koncentracija fungicida (Chromosul 80 i
Cuprablau Z 35 WG) na povrsini jabuka. Tijekom istrazivanja izmjerena su fizikalna svojstva
(TDS, vodljivost i boja) pripremljenih suspenzija/otopina ispitivanih fungicida i odgovaraju¢ih
razrjedenja te su snimani njihovi NIR spektri kao i NIR spektri jabuka koje su prskane
(tretirane) s originalnim suspenzijama/otopinama fungicida i njihovim razrjedenjima od sto i
tisuu puta. Rezultati su prikazani pomocu tablica i graficki. Prvo su prikazani rezultati
dobiveni mjerenjem ukupnih otopljenih tvari, vodljivosti i boje za originalne suspenzije/otopine
i odgovarajuéa razrjedenja (10x, 20x, 30x, 50x, 70x, 90x, 100x, 150x, 200x, 350x, 500x, 700x,
900x, 1000x) ispitivanih fungicida. Rezultati su prikazani grafi¢ki na slikama 4 i 5 te u
tablicama 4, 5 i 6. Nakon toga su prikazani izvorni NIR spektri za suspenzije/otopine
istrazivanih fungicida te za odgovarajuca razrjedenja istrazivanih fungicida (slike 6 i 7) i PCA
analiza originalnih suspenzija/otopina istrazivanih fungicida i njihovih razrjedenja (slike 8 i 9).
Rezultati primjene PLS-a u predikciji vrijednosti ukupnih otopljenih tvari, vodljivosti i boje za
originalne uzorke te pripremljena razrjedenja istrazivanih fungicida prikazani su tablicama 7 i
8 te slikama 10 i 11. Izvorni NIR spektri netretiranih jabuka i tretiranih jabuka s istrazivanim
fungicidima za nulti dan su prikazani slikama 12 i 26 dok su NIR spektri tretiranih jabuka nakon
Sto su se srednje vrijednosti njihovih apsorbancija umanjile za srednje vrijednosti apsorbancija
netretiranih jabuka za period od tri tjedna, prikazani slikama 13 - 25 i slikama 27 - 39. Svi
rezultati dobiveni NIR spektroskopijom obradeni su metodom analize glavnih komponenata
(PCA) kako bi se prikazale sli¢nosti odnosno razlike izmedu netretiranih jabuka i onih koje su
tretirane tj. prskane odgovaraju¢im koncentracijama suspenzija/otopina navedenih fungicida
Sto je prikazano na slici 40 te prilozima 1, 2, 3, 4 i 5. Na slici 40 su prikazani NIR spektri
netretiranih jabuka i jabuka tretiranih originalnom suspenzijom/otopinom te odgovaraju¢im
razrjedenjima istrazivanih fungicida za nulti, petnaesti i dvadeseti 1 prvi dan koji, su obradeni
PCA metodom. Na slikama u prilogu (prilozi 1, 2, 3, 4, 5) su prikazani pojedina¢no za svaki
pesticid, NIR spektri netretiranih jabuka i jabuka tretiranih originalnom suspenzijom/otopinom
te odgovarajuc¢im razrjedenjima istrazivanih fungicida tijekom trotjednog vremenskog perioda

koji su obradeni PCA metodom.
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4.1. FIZIKALNA SVOJSTVA PRIPREMLJENIH  SUSPENZIJA/OTOPINA
ISTRAZIVANIH FUNGICIDA I NJIHOVIH ODGOVARAJUCIH RAZRJEDENJA

4.1.1. Ukupne otopljene tvari, vodljivost i boja istrazivanih fungicida

Odredivanjem fizikalnih karakteristika kao $to su ukupne otopljene tvari (engl. Total Dissolved
Solids, TDS), vodljivost i boja promatrane su slicnosti odnosno razlike u svojstvima

komercijalnih pripravaka Chromosul 80 i Cuprablau Z 35 WG.
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Slika 4. Graficki prikaz vrijednosti TDS-a za pripremljenu suspenziju/otopinu fungicida

Chromosul 80 i Cuprablau Z 35 WG (originalne otopine) te njihovih odgovarajucih razrjedenja
(Uzorci su oznaceni oznakama 10X, 20X, 30X, 50X, 70X, 90X, 100X, 150X, 200X, 350X, 500X, 700X, 900X,

1000X ovisno o tome koliko puta je uzorak razrijeden u odnosu na originalni uzorak).

Slika 4 prikazuje kako se vrijednosti ukupnih otopljenih tvari mijenjaju s razli¢itim
koncentracijama fungicida Chromosul 80 i Cuprablau Z 35 WG. Vrijednosti TDS-a za
Chromosul 80 imaju padaju¢i trend kako se originalna suspenzija razrjedivala s destiliranom
vodom. Najveéa vrijednost TDS-a izmjerena je za originalan uzorak i iznosi 70,67 mg L™ +
1,51 mg L%, a najmanja vrijednost TDS-a izmjerena je na razrjedenju od 700x i iznosi 0,89 mg
L1+0,11 mg L*. Na razrjedenjima od 90x, 100x, 200x, 350x, 500x, 900x i 1000x su izmjerene

vece vrijednosti TDS-a i ne prate o¢ekivani padajuci trend. Razlog tome moze biti §to su se
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mjerile ukupne otopljenje tvari umjesto ukupne suspendirane tvari. Walton u svom radu navodi
da je granica izmedu otopine i koloidne suspenzije veli¢ina Cestica od 0,45 pm, pri ¢emu je ta
granica odredena veli¢inom mreze filtera (Walton, 1989), a u pripremljenim uzorcima s
fungicidom Chromosul 80 cestice su bile vidljive golim okom. Ukupne suspendirane tvari
(engl. Total Suspended Solids, TSS) su parametar koji odreduje kvalitetu vode i definiran je kao
koli¢ina suspendirane tvari u poznatom volumenu vode. Jo§ nisu razvijeni linearni odnosi

izmedu TDS-a i TSS-a koji mogu biti korisni za predvidanje jednog parametra pomoc¢u drugog
(Butler i Ford, 2018).

Sto se fungicida Cuprablau Z 35 WG ti¢e, vrijednosti TDS-a padaju kako se koncentracija
otopine fungicida smanjuje. Najveca vrijednost TDS-a je izmjerena za originalan uzorak i
iznosi 25,03 mg L1+0,64 mg L, a najmanja vrijednost TDS-a je izmjerena na razrjedenju od

900x i iznosi 1,04 mg L1+0,02 mg L? (slika 4).

160
140 &
120
100
80
60

40

Vodljivost (uS cm)

20 =

0 _ _ = —m _ —m - _ -

N
&
.\Qv}‘ VODLIJIVOST Chromosul 80 VODLJIVOST Cuprablau Z 35 WG

Suspenzije/otopine fungicida

Slika 5. Grafi¢ki prikaz vrijednosti vodljivosti za pripremljenu suspenziju/otopinu fungicida

Chromosul 80 i Cuprablau Z 35 WG (originalne otopine) te njihovih odgovarajuéih razrjedenja
(Uzorci su oznaceni oznakama 10X, 20X, 30X, 50X, 70X, 90X, 100X, 150X, 200X, 350X, 500X, 700X, 900X,

1000X ovisno o tome koliko puta je uzorak razrijeden u odnosu na originalni uzorak).

Na slici 5 je vidljivo da je najveca vrijednost vodljivosti izmjerena u originalnim otopinama te
za Chromosul 80 iznosi 141,97 + 1,16 uS cm™, a za Cuprablau Z 35 WG iznosi 50,40 + 0,46

uS cm™. Kako se koncentracija otopina smanjuje tako se i vrijednosti vodljivosti smanjuju.
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Cuprablau Z 35 WG dobro provodi elektri¢nu struju zbog prisutnosti bakrenih iona (Saoudi i
sur., 2017).

Tablica 4. Odredivanje boje pripremljenoj suspenziji fungicida Chromosul 80 (0,3 Ch) te

njezinim odgovarajuc¢im razrjedenjima

N CHROMOSUL 80
L* a* b*

0,3Ch 50,13 + 0,03 0,53+ 0,01 5,92 + 0,01
10x 46,11 + 0,03 -1,14 +0,01 1,75 + 0,01
20x 42,31 +0,28 -0,65 + 0,03 1,54 + 0,01
30x 41,94 + 0,06 -0,63 + 0,01 1,51+ 0,01
50x 42,65 + 0,05 -0,77 +0,01 1,52 0,01
70x 41,78 0,57 -0,67 + 0,01 1,51+ 0,01
90x 42,93 + 0,03 -0,75 + 0,01 1,44 + 0,03
100x 42,92 + 0,03 -0,76 + 0,01 1,56 + 0,01
— 43,28 + 0,06 -0,81 + 0,02 1,53+ 0,01
200x 43,35+ 0,01 -0,82 + 0,01 1,54 + 0,00
350x 42,98 + 0,01 -0,76 + 0,01 1,51+ 0,01
500x 42,53 + 0,44 -0,70 £ 0,01 1,52 + 0,01
700x 41,42 + 0,01 -0,60 + 0,01 1,58 + 0,01
900x 41,51+ 0,01 -0,61+0,01 1,54 + 0,01
1000x 41,31+0,01 -0,55 + 0,01 1,57 +0,01

#Uzorci su oznadeni oznakama 10X, 20X, 30X, 50X, 70X, 90X, 100X, 150X, 200X, 350X, 500X, 700X, 900X,

1000X ovisno o tome koliko puta je uzorak razrijeden u odnosu na 0,3 Ch uzorak)

Analiziraju¢i izmjerene vrijednosti parametara L*, a* i b* iz tablice 4 za pripremljenu
suspenziju fungicida Chromosul 80 (0,3 Ch) i njezina odgovarajuca razrjedenja moze se
zakljuciti kako vrijednosti parametra L* imaju uglavnom padajuéi trend kako se originalna
suspenzija razrjedivala destiliranom vodom. Najveca L* vrijednost je izmjerena kod uzorka
originalne suspenzije fungicida (0,3 Ch) i iznosi 50,13 + 0,03, a najmanja kod uzorka koji je
tisuéu puta razrijeden i iznosi 41,31 + 0,01. Mozemo zakljuciti kako se svjetlina uzoraka
smanjuje sa smanjenjem koncentracije fungicida. 1z tablice 4 vidljivo je da svi uzorci osim
originalnog (0,3 Ch) imaju negativne vrijednosti parametra a* Sto oznacava priblizavanje

zelenoj boji. Kod uzorka originalne otopine (0,3 Ch) zabiljezena je pozitivna vrijednost
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parametra a* $to oznacava priblizavanje crvenoj boji. Kod svih uzoraka za parametar b* su
izmjerene pozitivne vrijednosti, Sto znaci da se uzorci priblizavaju zutoj boji, a najveca

vrijednost je izmjerena za originalni uzorak i iznosi 5,92 + 0,01.

Tablica 5. Odredivanje boje pripremljenoj otopini fungicida Cuprablau Z 35 WG (0,05 Cu) te

njezinim odgovaraju¢im razrjedenjima

EAE CUPRABLAU Z 35 WG
L* a* b*
0,05 Cu 42,16 0,01 -0,77 + 0,01 1,66 + 0,41
— 45,63 + 0,01 11,21 +0,01 1,51 +0,01
20x 45,72 + 0,01 -1,17 + 0,00 1,51+ 0,01
30x 45,98 + 0,01 -1,17 0,01 1,54 + 0,01
50x 45,90 + 0,01 -1,15 + 0,01 1,54 + 0,01
70x 45,79 + 0,02 -1,13+0,01 1,50 + 0,00
90x 45,90 + 0,02 -1,14 £ 0,02 1,52 + 0,02
100x 45,90 + 0,01 -1,17 0,01 1,47 + 0,01
150x 45,73+ 0,01 -1,14+0,01 1,51+ 0,01
200x 44,89 + 0,12 -0,95 + 0,02 1,56 + 0,01
350x 44,52 + 0,01 -0,88 £ 0,01 1,55+ 0,01
500x 45,43 + 0,01 -1,07 £ 0,01 1,52+ 0,01
700x 45,77 + 0,23 -1,13 £ 0,04 1,52+ 0,01
900x 45,71 + 0,01 -1,11 £0,01 1,53 0,01
1000x 45,67 + 0,01 -1,10 £ 0,02 1,55+ 0,02

#Uzorci su oznadeni oznakama 10X, 20X, 30X, 50X, 70X, 90X, 100X, 150X, 200X, 350X, 500X, 700X, 900X,

1000X ovisno o tome koliko puta je uzorak razrijeden u odnosu na 0,05 Cu uzorak)

Analizirajuci izmjerene vrijednosti parametara L*, a* i b* iz tablice 5 za pripremljenu otopinu
fungicida Cuprablau Z 23 WG (0,05 Cu) i njezina odgovarajuca razrjedenja vidljivo je da je
najveca L* vrijednost izmjerena kod uzorka koji je razrijeden 30x i iznosi 45,98 + 0,01, a
najmanja kod originalne otopine fungicida (0,05 Cu) i iznosi 42,16 + 0,01. 1z tablice 5 je
vidljivo da svi uzorci imaju negativne vrijednosti parametra a*, Sto znaci da se uzorci
priblizavaju zelenoj boji. Kod svih uzoraka za parametar b* su izmjerene pozitivne vrijednosti,
Sto znaci da se uzorci priblizavaju zutoj boji, a najveca vrijednost je izmjerena za originalni

uzorak i iznosi 1,66 + 0,41.
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Tablica 6. Promjena boje (AE*) odgovarajucih razrjedenja suspenzija/otopina fungicida

Chromosul 80 i Cuprablau Z 35 WG u usporedbi s bojom originalnih suspenzija/otopina

navedenih fungicida

UZORAK? il
CHROMOSUL 80 CUPRABLAU Z 35 WG
10x 6,03 £ 0,03 3,52+ 0,01
20x 9,04 £0,21 3,60 + 0,00
30x 9,37 £ 0,08 3,86 + 0,00
50x 8,77 + 0,06 3,77+ 0,01
70x 9,52 £ 0,53 3,67+ 0,02
90x 8,57 + 0,03 3,77+ 0,01
100x 8,53 + 0,05 3,78+ 0,01
150 8,24 + 0,06 3,61 + 0,00
200x 8,18 + 0,04 2,76 £0,12
350 8,50 + 0,03 2,38£0,01
500 8,87 + 0,38 331+0,01
700x 9,80 + 0,04 3,65+ 0,24
900x 9,73 £ 0,03 3,59+ 0,01
1000x 9,89 + 0,04 3,54+ 0,01

# Uzorci su oznaéeni oznakama 10X, 20X, 30X, 50X, 70X, 90X, 100X, 150X, 200X, 350X, 500X, 700X, 900X,

1000X ovisno o tome koliko puta je uzorak razrijeden u odnosu na 0,3 Ch/0,05 Cu uzorak

* AE — promjena boje (vrijednost koja pokazuje koliko se boja pripremljenih razrjedenja fungicida razlikuje od

originalnog uzorka)

U tablici 6. prikazane su izracunate AE* vrijednosti, koje prikazuju vrijednosti odgovarajucih
razrjedenja suspenzija/otopina fungicida Chromosul 80 i Cuprablau Z 35 W, u odnosu na boju
originalnih otopina/suspenzija istrazivanih fungicida. MoZe se zakljuciti da su najveca
odstupanja boje za uzorke suspenzija fungicida Chromosul 80 zabiljezene kod suspenzija koje
su razrjedene 700x, 900x i 1000x u odnosu na originalni uzorak. Najveca odstupanja boje za
uzorke otopina fungicida Cuprablau Z 35 WG zabiljezeno je kod otopine razrjedene 30X u

odnosu na originalnu otopinu.
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4.2. PRIMJENA PARCIJALNE REGRESIJE METODOM NAJMANJIH KVADRATA
U PROMATRANJU ODNOSA NIR SPEKTARA | FIZIKALNIH KARAKTERISTIKA
ISTRAZIVANIH FUNGICIDA

4.2.1. NIR spektri pripremljenih suspenzija/otopina istrazivanih fungicida te njihovih

odgovarajucih razrjedenja

Na snimljenim NIR spektrima pripremljenih suspenzija/otopina fungicida Chromosul 80 i
Cuprablau Z 35 WG i njihovim odgovarajuc¢im razrjedenjima promatrane su sli¢nosti i razlike
u apsorbancijama na odredenim valnim duljinama kako bi se potencijalno kvalitativno odredila

prisutnost navedenih fungicida.
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Slika 6. lzvorni NIR spektri pripremljene suspenzije Chromosul 80 (0,3 Ch) te njezinih

odgovarajuéih razrjedenja (Uzorci su oznaceni oznakama 10X, 20X, 30X, 50X, 70X, 90X, 100X, 150X,
200X, 350X, 500X, 700X, 900X, 1000X ovisno o tome koliko puta je uzorak razrijeden u odnosu na 0,3 Ch
uzorak)

Na slici 6 moze se vidjeti razdvajanje uzoraka u tri skupine ovisno o intenzitetu apsorbancije u
rasponu valnih duljina od 904 nm do 1400 nm te od 1590 nm do 1699 nm. NIR spektri snimljeni
za razrjedenja suspenzije fungicida Chromosul 80 od 20x, 30x, 50x, 70x, 90x, 100x, 150x,
200x, 350x, 500x, 700x, 900x, 1000x ¢ine prvu skupinu i razlikuju se u intenzitetu apsorbancije.
NIR spektri originalne (0,3 Ch) suspenzije fungicida i razrjedenja od 10x pokazuju vece
vrijednosti apsorbancije od ostalih uzoraka u navedenom podru¢ju valnih duljina. NIR spektar

za suspenziju fungicida koja je 10x razrijedena pokazuje veée vrijednosti apsorbancije od
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ostalih razrjedenja diljem citavog spektra valnih duljina s tim da je vidljivo kako u podrucju
valnih duljina od 1400-1600 nm NIR spektar je "Sumovit" u odnosu na NIR spektre ostalih
uzoraka. Do znatnog skoka apsorbancije za uzorak suspenzije (0,3 Ch) dolazi u valnom
podrucju od 1134-1178 nm, a za uzorak koji je 10x razrjedeniji od originalne suspenzije u
valnom podrucju od 1144-1231 nm. Za sve uzorke uoceno je povecanje apsorbancije U rasponu
valnih duljina od 1350-1699 nm. U podrucju valnih duljina od 1134-1231 nm pojavljuju se
vibracije C-H veza u drugom overtonu te vibracije C=0 veze u Cetvrtom overtonu. Jaci signal
je izrazen u rasponu 0od 1400 — 1699 nm, zbog udjela vode (Badr Eldin, 2011). U tom rasponu
takoder se pojavljuju i vibracije N-H veza u prvom overtonu. Originalni uzorak suspenzije
fungicida pokazuje najveéu vrijednost apsorbancije i to pri 1680 nm koja odgovara vibraciji C-

H veze u prvom overtonu (Badr Eldin, 2011).
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Slika 7. lzvorni NIR spektri pripremljene otopine Cuprablau Z 35 WG (0,05 Cu) te njezinih

odgovarajucih razrjedenja (Uzorci su oznaceni oznakama 10X, 20X, 30X, 50X, 70X, 90X, 100X, 150X,
200X, 350X, 500X, 700X, 900X, 1000X ovisno o tome koliko puta je uzorak razrijeden u odnosu na 0,05 Cu
uzorak)

Na slici 7 se vidi razdvajanje NIR spektara u dvije grupe duz ¢itavog spektra valnih duljina
ovisno o intenzitetu apsorbancije. Prvu skupinu ¢ine NIR spektri odgovarajucih razrjedenja
otopina fungicida Cuprablau Z 35 WG (10x 20x, 30x, 50x, 70x, 90x, 100x, 150x, 200x, 350X,
500x, 700x, 900x, 1000x) koji pokazuju blage razlike u apsorbanciji te im se NIR spektri gotovo
preklapaju. NIR spektar za originalnu otopinu fungicida (0,05 Cu) pokazuje vece vrijednosti
apsorbancije u odnosu na NIR spektre odgovaraju¢ih razrjedenja. Do znatnog skoka
apsorbancije za uzorak originalne otopine fungicida Cupralau Z 35 WG dolazi u podrucju

valnih duljina od 1140 nm do 1250 nm; u tom podrucju se pojavljuju vibracije C-H veza u

28



drugom overtonu te vibracije C=0 veza u ¢etvrtom overtonu (Badr Eldin, 2011). NIR spektri
svih uzoraka pokazuju povecanje apsorbancije u podrucju valnih duljina od 1350-1699 nm, §to
ukazuje na prisutnost vode u istrazivanim uzorcima te podrucju od 1676-1698 nm $to odgovara

vibraciji C-H veze u prvom overtonu (Badr Eldin, 2011).

4.2.2. Analiza glavnih komponenata izvornih NIR spektara pripremljenih suspenzija/otopina

istrazivanih fungicida te njihovih odgovarajucih razrjedenja

U ovom radu PCA metoda je koriStena kako bi se prikazale sli¢nosti odnosno razlike izmedu

pripremljenih suspenzija/otopina istrazivanih fungicida te njihovih odgovarajucih razrjedenja.
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Slika 8. PCA analiza izvornin NIR spektara suspenzije fungicida Chromosul 80 te
pripremljenih odgovarajuéih razrjedenja (0,3_1_av-originalna suspenzija fungicida Chromosul 80, oznake
10x_1 av, 20x_1 av, 30x_1_ av, 50x_1_av, 70x_1_av, 90x_1 av, 100x_1 av, 150x_1 av, 200x_1 av,
350x_1_av, 500x_1 av, 700x_1_av, 900x_1 av, 1000x_1 av oznacavaju koliko je puta ta suspenzija fungicida

razrijedena u odnosu na originalan uzorak)
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Na slici 8 vidljivo je da se uzorak originalne suspenzije fungicida Chromosul 80 (0,3 1 av)
razdvojio od ostalih uzoraka i smjestio u tre¢i kvadrant. Osim originalnog uzorka razdvojio se
i uzorak suspenzije fungicida koji je deset puta razrjedeniji od originalnog (10x_1 _av) i
smjestio se u drugi kvadrant. Razrjedenja od trideset (30x 1 av), pedeset (50x 1 av),
sedamdeset (70x_1_av), devedeset (90x_1_av), sto pedeset (150x_1_av) i dvjesto (200x_1 av)
puta smjestena su u prvom kvadrantu te prema njihovoj blizini mozemo zakljuciti da su vrlo
sli¢na s obzirom na ispitivane faktore. Ostala razrjedenja su smjestena u Cetvrti kvadrant. 1z
slike je vidljivo da je PCA analiza razdvojila uzorke fungicida na temelju njihovih razli¢itih
koncentracija. Prva glavna komponenta (Faktor 1) objasnjava 76,37 % svih interakcija u
promatranom skupu podataka dok druga glavna komponenta (Faktor 2) doprinosi sa 23,10 %

pojasnjenja varijanci u promatranom skupu podataka.

3
1000x_1 av
)1 O | | ?QOX 1 av 3 i I ]
1 200x_1 av|--------e-
0,05_1_av
b L U UURUS USSR PUSURUROS 700x_1_av..
8
o i
N -2 e | ;
e 150x L av] [Box Lavl
w37 i
500x 1 av
A
5t 1(§x_01_av
-6
-7 . . . . . .
-120 -100 -80 -60 -40 -20 0 20 40

Faktor 1: 99,56 %

Slika 9. PCA analiza izvornih NIR spektara otopine fungicida Cuprablau Z 35 WG te
pripremljenih odgovaraju¢ih razrjedenja (0,05_1_av-originalna otopina fungicida Cuprablau Z 35 WG,
oznake 10x_1 av, 20x_1_av, 30x_1_av, 50x_1_av, 70x_1_av, 90x_1_av, 100x_1_av, 150x_1_av, 200x_1_av,
350x_1_av, 500x_1 av, 700x_1 av, 900x_1 av, 1000x_1_av oznacavaju koliko je puta ta otopina fungicida

razrijedena u odnosu na originalan uzorak)
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Naslici 9 vidljivo je da se uzorak originalne otopine fungicida Cuprablau Z 35 WG (0,05_1 av)
razdvojio od ostalih uzoraka i smjestio u drugi kvadrant. Razrjedenja od deset (10x_1_av),
dvadeset (20x_1_av) i petsto puta (500x 1 av) su smjesStena u tre¢i kvadrant, a sva ostala
razrjedenja otopine fungicida su smjestena u prvi kvadrant. Iz slike je vidljivo da je PCA analiza
razdvojila uzorke otopina fungicida na temelju njihovih razli¢itih koncentracija te je originalna
otopina (0,05_1 av) s najve¢om koncentracijom razdvojena od ostalih uzoraka i takvo
pozicioniranje uzoraka u razli¢ite kvadrante sugerira na postojanje razlike medu navedenim

uzorcima.

Prva glavna komponenta (Faktor 1) objasnjava 99,56 % svih interakcija u promatranom skupu
podataka dok druga glavna komponenta (Faktor 2) doprinosi sa 20,28 % pojasnjenja varijanci

u promatranom skupu podataka.

4.2.3. PLS regresijski modeli za fizikalne Kkarakteristike (TDS, vodljivost, boja)
suspenzija/otopina fungicida Chromosul 80 i Cuprablau Z 35 WG

Parcijalna regresija metodom najmanjih kvadrata (PLS) predstavlja model u kojem su ulazne
varijable valne duljine NIR spektara dok su izlazne varijable fizikalne karakteristike (TDS,

vodljivost 1 boja) istraZivanih fungicida (Chromosul 80 i Cuprablau Z 35 WG)

Tablica 7. Koeficijenti determinacije (R?) za PLS regresijske modele za fizikalne karakteristike

(TDS, vodljivost, boja) suspenzija fungicida Chromosul 80

Chromosul 80 R?ka* | "RMSEkai | R?vax | "RMSEval | R?pred | "RMSEpred
TDS ® 0,9922 1,4982 0,9941 1,5908 0,9926 1,4767
Vodljivost 0,9927 2,9622 0,9890 3,1089 0,9927 2,9518
AE* 0,9585 0,1972 0,8668 0,3772 0,9281 0,2538

* kal-kalibracija, *val-validacija, *pred-predikcija

°RMSE - korijen srednjeg kvadratnog odstupanja (engl. Root Mean Squared Error, RMSE)

$TDS — ukupne otopljene tvari (engl. Total Dissolved Solids)

*AE — promjena boje (vrijednost koja pokazuje koliko se boja pripremljenih razrjedenja fungicida razlikuje od

originalnog uzorka)
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Slika 10. Rezultati primjene PLS-a u predikciji vrijednosti a) TDS-a, b) vodljivosti i ¢) AE za

fungicid Chromosul 80 za originalnu suspenziju te pripremljena odgovarajuca razrjedenja

Primjenom PLS modela utvrdeno je da postoji linearna zavisnost izmedu NIR spektara uzoraka
fungicida Chromosul 80 i eksperimentalnih vrijednosti TDS-a (slika 10a). Vrijednosti
koeficijenta determinacije (R?) za kalibraciju, validaciju i predikciju kreéu se u rasponu od
0,9922 do 0,9941 dok su se RMSE vrijednosti kretale u rasponu od 1,4767 do 1,5908 (tablica

7). Takoder je utvrdeno da postoji linearna ovisnost uzoraka fungicida Chromosul 80 i
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eksperimentalnih vrijednosti vodljivosti za istrazivani fungicid (slika 10b). Vrijednosti

koeficijenta determinacije (R?) za kalibraciju, validaciju i predikciju kre¢u se u rasponu od
0,9890 do 0,9927 dok su se RMSE vrijednosti kretale u rasponu od 2,9622 do 3,1089 (tablica

7). Primjenom PLS modela utvrdeno je da postoji lincarna zavisnost izmedu NIR spektara

uzoraka fungicida Chromosul 80 i eksperimentalnih vrijednosti AE (slika 10c). Vrijednosti

koeficijenta determinacije (R?) za kalibraciju, validaciju i predikciju kre¢u se u rasponu od
0,8668 do 0,9585 dok su se RMSE vrijednosti kretale u rasponu od 0,1972 do 0,3772 (tablica

7).

Tablica 8. Koeficijenti determinacije (R?) za PLS regresijske modele za fizikalne karakteristike

(TDS, vodljivost i boja) otopina fungicida Cuprablau Z 35 WG

Cuprablau Z 35

WG R?ka | "RMSEkal | R?var | "RMSEval | R%pred< | *"RMSEpred
TDS® 0,9848 0,7002 0,9796 0,7643 0,9855 0,6877
vodljivost 0,9852 1,3949 0,9815 1,4452 0,9854 1,3901
AE* 0,7069 0,2168 0,7518 0,2157 0,7368 0,2064

* kal-kalibracija, val-validacija, pred-predikcija

°RMSE - korijen srednjeg kvadratnog odstupanja (engl. Root Mean Squared Error, RMSE)

$ TDS — ukupne otopljene tvari (engl. Total Dissolved Solids)

*AE — promjena boje (vrijednost koja pokazuje koliko se boja pripremljenih razrjedenja fungicida razlikuje od

originalnog uzorka)
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