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1. UvOD

Poljoprivredna proizvodnja bila bi nezamisliva bez pesticida. Vrlo su ucinkoviti kao sredstvo
kojima se kontrolira pojava korova toga je zabiljeZzeno znacajno povecanje njihove primjene u
poljoprivrednim proizvodima. U 20. stoljeCu porast svjetske populacije morao je znaciti i porast
proizvodnje hrane $to je poljoprivrednoj i prehrambenoj industriji zadalo nove izazove. Cak
treCina poljoprivrednih proizvoda ovisi upravo o primjeni pesticida. Bez njihove upotrebe
proizvodnja voca pala bi za 78 %, proizvodnja povréa za 54 % te proizvodnja Zitarica za 78 %.
MozZe se zakljuciti da pesticidi imaju vrlo vaznu ulogu u povecanju prinosa diliem planete

Zemlje kako bi se osigurala dostatna koli€ina hrane za cijelu populaciju (Tudi i sur., 2021).

Kako suvremena poljoprivreda uvelike ovisi 0 pesticidima vrlo je bitno provoditi i kontrole koje
nam daju bolji uvid izloZzenosti tim tvarima u hranidbenom lancu. Ekspanzija njihove primjene
i potraZznje za sobom donosi i odredene posljedice. Pesticidi u ekosustav ulaze putem vode i
zraka i koncentriraju se cijelim putem hranidbenog lanca $to posljedi¢no dovodi do opasnosti
za bioraznolikost i ljudsko zdravlje. Kako su postali neizostavan dio moderne poljoprivrede
potreban je razvoj tehnologije razgradnje ostataka pesticida kako bi se sve moguée negativne

posljedice na ekosustav i samu Zemlju smanjile na minimum (Roumeng i sur., 2023).

Ovaj rad bavi se ispitivanjem mogucnosti primjene blisko infracrvene spektroskopije (engl.
Near Infrared Spectroscopy, NIRs), koja predstavlja nedestruktivnu i brzu metodu, za
kvalitativhu detekciju fungicida na povrsini jabuka (za potrebe ovog istrazivanja koristili su se
Chromosul 80 i Cuprablau Z 35 WG). Jabuke kupljene u jednom trgovackom lancu tretirane
su s razli¢itim koncentracijama ispitivanih fungicida. Tijekom trotjednog vremenskog razdoblja
snimani su NIR spektri s tri razli¢ita uredaja, u rasponu valnih duljina A = 904 — 1699 nm, A =
1000 — 2500 nm te A = 900 — 1700 nm. Snimljeni spektri obradeni su metodom glavnih
komponenata (engl. Principal Component Analysis, PCA) kako bi se utvrdilo postoji li razlika
izmedu tretiranih i netretiranih (kontrolnih) uzoraka jabuka. Takoder, koristena je i parcijalna
regresija metodom najmanjih kvadrata (engl. Partial Least Squares, PLS) za analizu
mogucnosti predikcije fizikalnih karakteristika (ukupne otopljene tvari, vodljivost i boja)

suspenzija/otopina fungicida na temelju njihovih snimljenih NIR spektara.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. JABUKA (Malus domestica)

Jabuke su €esta namirnica na kojoj se vrse istrazivanja iz nekoliko razloga: vrlo su pristupaéne
i jeftine te imaju visoku nutritivnu vrijednost te sadrze mnosStvo bioaktivnih komponenata $to ih

¢ini pogodnim za istrazivanja iz raznih podruc¢ja znanosti.

2.1.1. Nutritivna vrijednost jabuke

Jabuka je jedna od ekonomski i kulturno najznacanijh voéa koja je bogata hranjivim tvarima te
se uzgaja u svim umjerenim klimatskim zonama. Cijeli plod je jestiv osim sjemenki te se od
njezinog ploda proizvode sokovi, dzemovi, kompoti i ¢ajevi. Jabuke su uvijek dobrodosle u
ljudskoj prehrani, buduci da ja¢aju imunitet te imaju povoljan utjecaj na ljudsko zdravlje jer
sadrze brojne bioaktivne komponente. Bioaktivhe komponente kao $to su polifenali,
polisaharidi, pentaciklicki triterpeni i organske kiseline i biljni steroli djeluju antioksidativno,
antikancerogeno te protuupalno, a njihova se koncentracija razlikuje u pulpi i kozi. Takoder,
jabuka sadrzi vitamine gdje glavnu ulogu ima vitamin C, zatim vitamin E, -karoten i
esencijalne mineralne elemente kao Sto su kalcij, Zeljezo, kalij, mangan, cink, magnezij, bakar
i sumpor. Jabuke su dobar izvor jednostavnih ugljikohidrata, posebno fruktoze, koji je prirodno
prisutni Se¢er u mnogim vo¢kama. Takoder, vazna komponenta koju sadrzi su prehrambena
vlakna koja imaju ulogu u odrzavanju zdravlja probavnog sustava i pomazu u regulaciji razine

Secera u krvi (Patocka i sur., 2020).

2.1.2. BioloSke aktivne komponente u jabuci.

Jabuke imaju visoku nutritivnu vrijednost te su bogate mnogim nutrijentima, a posebice

bioaktivnim komponentama kao $Sto su fitokemikalije, vitamin C, dijetalna vlakna i pektin.



2.1.2.1. Fitokemikalije

Fitokemikalije su sekundarni metaboliti biljaka, a u jabukama su prisutni u obliku polifenola.
Koncentracije fitokemikalija ovise o kultivaru, berbi i skladiStenju. NajviSe se gube tijekom
prerade samih jabuka. Pripisuju im se mnoge zdravstvene dobrobiti, ponajprije zahvaljujuci
njihovoj antioksidacijskoj aktivnosti. U svojoj kemijskoj strukturi posjeduju elektrone kojima
»hvataju“ druge slobodne elektrone tj. slobodne radikale te sprjeCavaju oStecenje stanica.
Smanjenjem oksidativnhog stresa smanjuje se ostecenje stanica izazvano starenjem te dolazi
do prevencije raznih stanja: dijabetesa tipa 2, hipertenzije, astme, kardiovaskularnih te
neurodegenerativnih bolesti (Vallée Marcotte i sur., 2022).

Imaju snazno protuupalno djelovanje. Mogu inhibirati sintezu i apsorpciju kolesterola te
poboljSavaju njihov metabolizam. Ubrzavaju zacjeljivanje rana, poboljSavaju kapilarnu

cirkulaciju te promi€u proliferaciju misi¢nih stanica (Patocka i sur., 2020).

U kemijskom sastavu jabuka prisutno je pet skupina polifenola: flavonoli (kvercetin, glikozidi),
fenolne kiseline (klorogena, galna i kumarinska kiselina), dihidrohalkoni (floretin glikozidi),
antocijanidini i flavanoli (katehin, epikatehin, procijanidin) (Vallée Marcotte i sur., 2022).

2.1.2.2. Vitamin C

Jabuke imaju visoku koncentraciju vitamina C. Vitamin C je prisutan u voc¢u i snazan je
antioksidans. Ima bithu ulogu u regeneraciji vitamina E te $titi stanice od oksidativhog
oStecCenja. Bitan je za rad enzima i kofaktora, a i sam predstavlja kofaktor u nekim enzimskim
reakcijama. Nedostatak vitamina C dovodi do sporijeg zacjeljivanja rana, a na koncu i do
skorbuta (Vallée Marcotte i sur., 2022). Dakle, konzumacijom ovog vitamina poboljSavamo
imunitet, sprije€avamo pernicioznu anemiju zahvaljujuci njegovoj antioksidacijskoj aktivnosti i

»-anti-age” u€incima (Patocka i sur., 2019).

2.1.2.3. Dijetalna vlakna

Vlakna, iako su neprobavljivi polisaharidi, imaju povoljan utjecaj na nase zdravlje prolaskom
kroz na§ gastrointestinalni trakt. Smatra se da smanijuju rizike od raznih bolesti i poremecaja
kao Sto su dijabetes, kardiovaskularne i gastrointestinalne bolesti, pretilost i karcinome. Dvije
glavne skupine vlakna su topljiva i netopljiva vlakna. Topljiva se ponaSaju kao spuzva te tope
u vodi stvaraju¢i kemijske veze izmedu molekula, a netopljiva vlakna svoja svojstva vise

ispoljavaju na fizikalnoj razini. Poti€u rad crijeva sprje€avajuci crijevne poremecaje (hemoroidi,
3



zatvor, proljev), a nekoliko studija je pokazalo da visok unos vlakana moze sprijeCiti rak

debelog crijeva (Vallée Marcotte i sur., 2022).

2.1.2.4. Pektin

Pektin je polisaharid prisutan u staniénim stijenkama biljaka koji posjeduje svojstva vilakna, a
ima i velik antioksidacijski kapacitet $to mu pomaze u sprjeCavanju antioksidacijskog
osteéenja. Posebnost pektina je u njegovoj visokoj topljivosti u vodenom mediju tankog crijeva
gdje poprima oblik gela Cime djeluje kao snazno hipoglikemijsko sredstvo. Zahvaljujuéi
njegovoj viskoznosti za sebe veze nekoliko metala olakSavajuci njihovu eliminaciju iz
organizma. Djeluje i antikancerogeno te ima i prebioticke ucinke u debelom crijevu. Smanjuje
kolesterol, trigliceride i lipoproteine visoke gustoce te moze inhibirati apsorpciju masti sto je
korisno znati ljudima koji su u procesu mrSavljenja (Patocka i sur., 2019). Nazalost, gotovo

potpuno se uklanja iz soka tijekom filtriranja (Vallée Marcotte i sur., 2022).

2.2. PESTICIDI

Pesticidi imaju vaznu ulogu u poljoprivredi buduc¢i da smanjuju gubitke poljoprivrednih
proizvoda te omogucuju pristupacnost i kvalitetu hrane. Imaju klju¢nu ulogu u smanjenju
bolesti i pove¢anju prinosa usjeva dillem svijeta. Koriste se za odbijanje, kontroliranje ili
uniStavanje bilo kakvih Stetnih organizama (Tudi i sur., 2021). S obzirom na suzbijanje ciljanog
organizma dijelimo ih na insekticide (kukci), akaricide (grinje), nematocide (fitoparazitski
nematodi), limacide (puzevi), korvifuge (ptice), rodenticide (glodavci), fungicidi (fitopatogene
gliive), herbicidi (korov) i regulatore rasta (Klapan, 2022). Sto se tite kemijske strukture,
klasificiramo ih na organske i anorganske pesticide. Anorganski pesticidi u svojoj kemijskoj
strukturi sadrze bakrov sulfat, Zeljezov sulfat, bakar, vapno ili sumpor. S druge strane organski
pesticidi malo su sloZenije kemijske strukture, kao S$to su klorugljikovodi¢ni insekticidi,
organofosforni insekticidi, karbamat insekticidi te sintetski piretiroidni insekticidi (Tudi i sur.,
2021).



2.2.1. Utjecaj pesticida na okoli$

lako je ciljana skupina pesticida uglavnhom svedena na jedan ili dva organizma, putujuéi kroz
hranidbeni lanac mogu biti Stetni i za druge organizme, npr. ptice, neke korisne insekte i ne-
ciliane biljke, ali i za ostatak okolisa ukljuCuju¢i vodu, tlo i zrak. Posljedi¢no, takvi kemijski
ostaci (engl. residue) dopiru i do ¢ovjeka putem okoliSa i hrane (Tudi i sur., 2021). Poznato je
da pesticidi imaju svojstvo bioakumulacije i postojanosti u okoliSu, kao i visoke toksi¢nosti.
Ometaju normalno funkcioniranje endokrinog i reproduktivnog sustava u zivim organizmima.
Zbog prekomjerne upotrebe pesticida pokusavaju se uvesti razni pristupi suzbijanja njihove
upotrebe kao $to je razvijanje novih sorti usjeva koji su otporni na Stetnike, a sve je veéa
popularnost i ekoloSke prehrane gdje se konzumiraju namirnice koje nisu tretirane ili su barem
koriStene minimalne koliine pesticida. Medutim, primjena kemijskih pesticida i dalje je

najradirenija i najjeftinija alternativa za zastitu usjeva (Sharma i sur., 2021).

2.2.2. Pesticidi na jabukama

Brojne zdravstvene prednosti povezane su sa konzumacijom jabuka zbog njihovog kemijskog
sastava. Neka istraZivanja navode da su jabuke jedna od rijetkih pojedinacnih namirnica koje
smanijuju rizik obolijevanja od karcinoma. Prevencija je najucinkovitija strategija od lijeCenja
kroni¢nih bolesti, medutim kako bi to bio slu¢aj ne smiju sadrzavati toksicne tvari iznad
zakonski definiranih koncentracija. Najosijetljivija skupina su dakako djeca te oni sa slabijim
imunoloskim sustavom. Pesticidi se, u proizvodnji jabuka, najéesce koriste za kontrolu fitofaga
ili Stetnika koji mogu oStetiti usjeve tijekom proizvodnje, skladiStenja ili transporta, te
poboljSavaju i kvalitetu i rok trajanja odredene hrane i njih samih (Lozowicka, 2015). U
istrazivanju koje je provela Lozowicka (2015) na 696 jabuka, samo 33,5 % uzoraka nije
sadrzavalo ostatke pesticida iznad granice detekcije. U 66,5 % uzoraka detektirana su 34
pesticida, od kojih je kod 3 % prekoralena dopustena koli€ina ostataka. ViSestruki ostaci
pesticida bili su prisutni u 35 % uzoraka s dva do Sest pesticida, a jedan uzorak sadrzavao je
sedam spojeva. U istrazivanju koje su proveli El Hawari i sur. (2019) analizirano je 212 plodova

jabuka.

Analiza je pokazala sljedecCe: 16 % uzoraka nije imalo ostatke pesticida, 23 % uzoraka
sadrzavalo je ostatke pesticida unutar maksimalne dozvoljene razine, kako je propisano od
strane Europske unije. Cak 61 % uzoraka imalo je ostatke pesticida u koligini koja prelazi
maksimalnu dozvoljenu razinu. Ovi podaci ukazuju na zabrinjavajuci trend, posebno s obzirom
na to da viSe od polovice analiziranih uzoraka sadrzi visak pesticida, $to moze imati ozbiljan
utjecaj na zdravlje potroSaca, kao i na okolinu, te ukazuje na potrebu za stroZim kontrolama i

regulacijama u proizvodnji hrane. Zhao i sur. (2023) proveli su istrazivanja koriste¢i 120
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uzoraka jabuka gdje je cilj istrazivanja fokusiran na 14 ¢esto koristenih pesticida i 3 metabolita.
91,7 % uzoraka jabuka sadrZavalo je mjerljive ostatke pesticida. Svi ostaci pesticida bili su
ispod svojih maksimalnih granica ostataka. Medutim, zabranjeni pesticid klorpirifos u
Europskoj uniji i Sjedinjenim Drzavama premasio je granice u 7,5 % jabuka. Naravno,
nepravilna upotreba pesticida moze imati ozbiljne posljedice po zdravlje ljudi i Zivotinja, kao i
na cjelokupni ekosustav. Europska unija propisuje stroge regulative kako bi se osigurala
sigurnost hrane i minimizirala izloZzenost potrosaca Stetnim kemikalijama. Prema Uredbi (EZ)
br. 396/2005, maksimalne razine ostataka pesticida (engl. Maximum Residue Limit, MRL)
definiraju se za razli€ite vrste hrane i pi¢a, s ciliem zastite zdravlja potrosaca. Nepravilnosti u
koristenju pesticida mogu uklju€ivati prekomjernu primjenu, koristenje nedozvoljenih pesticida
ili nepostivanje vremena ¢ekanja izmedu primjene pesticida i berbe. Ove aktivnosti mogu
dovesti do povecane kontaminacije hrane, $to mozZe rezultirati akutnim ili kroni¢nim
zdravstvenim problemima, ukljuCujuci alergijske reakcije, hormonske poremecaje, pa ¢ak i
ozbiljnije bolesti. Osim Sto direktno utjeCe na zdravlje ljudi, nepravilna upotreba pesticida
takoder moze imati negativan utjecaj na ekosustave, uklju¢ujuéi smanjenje bioraznolikosti i
kontaminaciju tla i vodenih resursa. Zbog toga je vazno pridrzavati se propisa i smjernica za
pravilnu upotrebu pesticida, kao i educirati poljoprivrednike i potroSace o odrzZivim praksama u
poljoprivredi. U konacnici, osiguranje sigurnosti hrane zahtijeva suradnju svih sudionika

ukljucujuci vladu, poljoprivrednike, industriju i potrosace.

2.3. BLISKO INFRACRVENA SPEKTROSKOPIJA
2.3.1. Principi rada blisko infracrvene spektroskopije

Bliska infracrvena spektroskopija (engl. Near Infrared Spectroscopy, NIRS) vrsta je vibracijske
spektroskopije koja koristi energiju fotona (hv) u energetskom rasponu od 2,65 - 10"*° do 7,96
- 10%° J, odnosno rasponu valnih duljina od 750 do 2,500 nm (valni brojevi: 13 300 do 4 000
cm?). Ovim energetskim rasponom koji je i viSe nego dovoljan, postiZze se pomicanje molekula
iz njihova najniza pobudena vibracijska stanja. Poanta NIR-a je snimiti uzorak kako bi se dobile
kvalitativne i/ili kvantitativne informacije koje dolaze od interakcija bliskih infracrvenih

elektromagnetskih valova sa molekulama (Pasquini, 2003).

Bliska infracrvena (NIR) spektroskopija stekla je izuzetnu vrijednost kao nedestruktivha
analiticka tehnika i postala je alat izbora u nekoliko podrucja primjene. Vrlo je prakticna zbog
njezine primjenjivosti na Siroku lepezu uzoraka te je brza, neinvazivha metoda koja stvara
dobru sinergiju s prijenosnim spektrometrima koji su sposobni za analizu na licu mjesta. Takvi
NIR spektrometri pojavili su se u proSlom desetlje¢u i doveli do zna€ajnog skoka u evoluciji

prakti¢nih primjena ove tehnike. NIR spektroskopija stoga je Siroko prihvacena u analizama u
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poljoprivredi i raznim industrijama uklju€ujuéi kemijsku, farmaceutsku i prehrambenu industriju.
Ucinkovita metoda s kratkim vremenom od mjerenja do rezultata dobila je na popularnosti, a
samim time i upotreba prijenosnih NIR spektrometara gdje je moguce mjerenja provoditi

izravno na licu mjesta (Be¢ i sur., 2021).

Medutim, od samih pocCetaka NIR spektroskopije do dana danasnjeg gdje se razvila u vrlo
korisnu analiticku tehniku bio je dug put te je prvi korak bio uopée otkriti zracenje u NIR energiji
raspona koji je golom oku nevidljiv. To je poSlo za rukom znanstveniku Fredericku Williamu
Herschelu. Herschel je bio astronom i glazbenik koji je izmedu ostalog izvodio eksperimente
na rasprsenoj bijeloj suncevoj svjetlosti i svakoj od pristiglih boja od iste. Herschel nije prestao
ispitivati Sto se dogada s temperaturom kada stigne do kraja vidljivog podrucja crvene boje.
Nastavio je promatranja §to se dogada s temperaturom postavljajuéi termometar iza te tocke
gdje je otkrio da temperatura iznenadujuée i dalje raste. Ovo je podruc¢je kasnije nazvano
infracrveno, koriste¢i se grékim prefiksom "infra" §to znaci "ispod". lako je svjetlost u blisko
infracrvenom podrucju otkrio jo§ 1800. godine, ovo spektralno podrucje svoju je popularnost
steklo 1900. godine nakon $to je Coblentz dobio spektre apsorbanca Ccistih tvari te je
provjeravao njihovu korist za identifikaciju organskih funkcionalnih skupina. Razvoj i
poboljSanje elektriCkih, optickih komponenti i pojava racunala omogucila je ucinkovitiju i

kvalitetniju obradu informacija (Pasquini, 2003).

NIR spektar potjeCe od prenesene energije zracenja na mehanicku energiju povezanu s
gibanjem atoma koji su povezani kemijskim vezama u molekuli. Obuhvaéa karakteristike kako
elektronskih, tako i vibracijskih prijelaza, a oslanja se na interakciju izmedu infracrvenog
zraCenja i molekula, pri ¢emu se promatraju prijenosi koji nastaju kao rezultat ili vibracijskih
stanja (poput savijanja, istezanja i rotacije veza u molekulama) ili prijelaza izmedu razli€itih
energetskih nivoa. Molekule mogu vibrirati na razliite nacine koji su bitni za razumijevanje
njihovih fizikalih i kemijskih svojstava. Molekule mogu vibrirati na dva nacina. Prvi je istezanje
veza koja uklju€uje promjenu duljine veza izmedu atoma (moze biti simetri¢no i asimetri¢no).
Drugi nacin je deformacija kutova koji ukljuCuje promjene kutova izmedu veza uzrokovano
pomicanjem atoma oko centara veze (moZe biti savijanje kutova u ravnini i izvan ravnine)
(Pasquini, 2003).

Vibracije molekula opisuju se pomocu modela harmonijskog oscilatora kod kojeg se energije

razli€itih i jednako razmaknutih razina mogu opisati pomocu formule:
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gdje v oznacCava vibracijski broj, h predstavlja Planckovu konstantu koja €ija je vrijednost
6,62606896-107%* J s, k je konstanta sile i u smanjenje mase vezanih atoma. Medutim kod
ovog modela moguci su prijelazi samo izmedu uzastopnih energetskih razina stoga ovim
modelom ne moZemo objasniti ponadanje stvarnih molekula (u obzir nije uzeto odbijanje

izmedu atoma i disocijacija veze) (Ozack i Huck, 2021).

Model anharmonijskog oscilatora puno bolje opisuje ponasSanje molekula jer razmatra
neidealna pona$anja molekula. U anharmonijskom modelu energije, vibracije atoma unutar
molekula nisu ravnomjerno rasporedene kao sto je to slu€aj kod harmonijskog oscilatora. Kada
se atomi priblize, dolazi do odbijanja koje rezultira povecanjem energije. S druge strane, kada
su atomi u pocetku udaljeni, mogu se pojaviti privlacne sile, sto takoder mozZe dovesti do
povecanja energije, a daljnjim udaljavanjem atoma dolazi do disocijacije i smanjenja energije.
U modelu anharmonijskog oscilatora, za razliku od harmonijskog, moguée je da dode do
prijelaza izmedu nesusjednih vibracijskih stanja Sto generira fenomene poput overtona.
Overtoni su dodatne vibracije koje se javljaju kada molekule apsorbiraju vie od jednog kvanta
energije. To znacCi da NIR spektroskopija predstavlja kombinaciju osnovnih vibracija i overtona.
Osnovne vibracije nastaju kada molekule apsorbiraju jedan kvant energije, dok prvi overton
obi¢no ima frekvenciju koja je gotovo dvostruko veca od osnovne vibracije. Kako se energija
povecava potrebna energija za pobudivanje tih stanja nastavlja opadati. Na kraju, kada se
molekule dodatno ekscitiraju, moze doc¢i do disocijacije molekula, $to znaci da energija
premas8uje granicu stabilnosti veze izmedu atoma. Ova sloZenost anharmonijskog modela i
interakcija izmedu vibracijskih stanja klju¢na je za razumijevanje spektroskopskih tehnika i

analize materijala (Ozack i Huck, 2021).

2.3.2. Instrumenti koji se koriste u blisko infracrvenoj spektroskopiji

Blisko infracrvena spektroskopija predstavija vaznu tehniku u analitickoj kemiji i drugim
znanstvenim disciplinama, a njen osnovni princip temelji se na optickoj apsorpciji. NIR
spektrometri imaju slicnu shemu dizajna kao spektrometri koji se koriste za vidljivu (engl.
Visible Spectroscopy, VIS) spektroskopiju i dalju infracrvenu (engl. Infrared, IR) spektroskopiju.
U praksi, to znaci da se oprema razvijena za analizu u VIS i IR opsegu moze Koristiti i za
istrazivanje NIR spektara, koji obuhvaca valne duljine od otprilike 780 do 2500 nm. Ovo
omogucava fleksibilnost u analitickim metodama, jer instrumenti mogu pokrivati Sirok spektar
valnih duljina, $to je korisno za razli€ite primjene, uklju€ujuéi analizu biomaterijala, hrane,

farmaceutskih proizvoda i drugih materijala. S obzirom na sve navedeno, NIR spektroskopija



predstavlja snazan alat za istrazivanje i analizu, oslanjajuéi se na integraciju tehnologija i

brzinu analitickin metoda.

Bliska infracrvena spektroskopija (NIR) apsorpcijski je spektar koji uglavhom prikazuje
organske molekule vodikovih skupina (C-H, N-H, O-H, itd.) te istezanja njihovih veza. Koli€ina

informacija iznimno je bogata (struktura elemenata, sastav...) (Wu i sur., 2009).

Kada infracrveno svjetlo stupa u interakciju s molekulama prisutnim u uzorku, njihova veza
vibrira na razli€itim frekvencijama ovisno o vrsti. Kao $to je re€eno, u NIR podrucju najvise
previadavaju vibracijske C—H, N-H i O-H veze, odredujuéi oblik spektra danog uzorka.
Posljedi¢no, finalni spektar karakterizira preklapanje ovih komponenta u obliku Sirokih vrpca.
lako se vecina primjene NIR spektroskopije odnosi na kvantifikaciju sastava (npr. proteina)
uzorka, NIR spektar pogodan je za odredivanje i fizikalnih svojstava uzorka. Ovo obiljeZlje
karakteristicno za NIR spektroskopiju razlikuje ju od ostalih instrumentalnih tehnika. Stoga NIR
spektri uzoraka mogu pruZiti informacije ne samo o kemijskom sastavu hrane vec¢ i 0 njezingj

funkcionalnosti (Cozzolino, 2021).

Uzorak moze biti u tekuc¢em ili krutom agregatnom stanju. Ukoliko se radi o tekucini ona se
mjeri u kiveti, a krutine se mjere sondom. U oba sluaja prvo se snima referentni uzorak.
Rezultati se izrazavaju ili kao apsorbanca log10 (1/T) ili kao transmitanca (T). NIR je vrlo

osjetljiv uredaj na Cije rezultate utje€u i vanjski Cimbenici (temperatura, vanjske vibracije).

NIR spektrometri sastoje se od izvora svjetlosti, optiCkog uzorka, selektora valne duljine i
detektora. Konfiguracija NIR spektrometara uglavnom je ograni¢ena na dvije vrste. Kod prve
vrste uzorak je postavljen iza spektrometra i time obasjan monokromatskim svjetlom. Ova se
konfiguracija Cesto koristi za standardne stolne UV-VIS spektrometre. U drugima, uzorak se
postavlja neposredno iza izvora svjetlosti i ozra€uje s bijelim svjetlom. Ova se konfiguracija

Cesto koristi za NIR aplikacije i postize detekcija velikom brzinom (lkehata, 2021).

Fourierov transformacijski spektrometar koji se koristi za NIR podrudje dostupan je na trziStu
pod nazivom FT-NIR (engl. Fourier Transform-Near Infrared Spectroscopy). Mnogo su
fleksibilniji od instrumenata s odredenom valnom duljinom, pa se mogu koristiti u raznim

primjenama (Blanco i Villarroya, 2002).

Izvor svjetlosti koji koristi toplinsko zracenje koje nastaje zagrijavanjem zarne niti prolaskom
elektriCne struje kroz njega najpopularniji je izvor svjetlosti u NIR regiji. Halogene zarulje koje
koriste volframove niti su jeftine, predstavljaju stabilan izvor toplinskog zra€enja i Siroko su
prihvaceni u NIR spektrometrima na trziStu. Drugi izvor svijetlosti koji se Cesto koristi su diode
koje emitiraju LED svjetlost. Jeftine su, sa neSto manjom snagom pa su korisne za smanjenje

cijene samog uredaja (lkehata, 2021).



U osnovi, instrument (slika 1) koristi princip interferencije svjetlosnih zraka kako bi omogucio
dobivanje spektara razliCitih materijala. Sastoji se od izvora svjetlosti, polupropusnog zrcala
koji dijeli svjetlost na dvije zrake (djelomicno reflektira jedan dio svjetlosti koji ide prema
nepokretnom zrcalu, dok drugi dio svjetlosti prolazi prema pomi¢nom zrcalu), nepokretnog
zrcala koji odbija reflektiranu zraku nazad prema polupropusnom zrcalu, pomi¢nog zrcala
(odbija svjetlost koja dolazi iz polupropusnog zrcala (zraka koja je propustena)), te detektora

koji mjeri promjene u intezitetu svjetlosti (Ikehta i sur., 2008).
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Slika 1. Shematski prikaz NIR spektrometara: a) s monokromatskim svjetlom b) s bijelim
svjetlom (prema lkehata, 2021)

Takoder, prijenosni NIR spektrofotometri sve viSe se razvijaju i dobivaju na popularnosti.
Minijaturizacija optickih komponenti potaknula je razvoj prijenosnih NIR uredaja. Oni
omogucuju sposobnost obavljanja terenskih mjerenja umjesto konvencionalnog nacina
prikupljanja uzoraka za naknadnu analizu u laboratoriju buduéi da su manjih dimenzija te se
mogu nositi i u ruksaku $to je vrlo korisno primjerice, u poljoprivredi (Blanco i Villarroya, 2002).
Medutim, treba napomenuti da veéina prijenosnih NIR spektrometara koristi razli€itu

tehnologiju i spektroskopske elemente za dobivanje spektara (Be¢ i sur., 2021).
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2.3.3. Kemometrija

Nakon provedenih mjerenja koristenjem NIR instrumenata, kao rezultat dobijemo vrpce na NIR
spektru koje sadrzavaju informacije o absorbanci ili transmitanci pri odredenoj valnoj duljini
koja se moze povezati s analitickim podacima. Dobiveni spektri naizgled mogu izgledati isto,
Sto ne znacCi da ne postoje razlike koje je teSko razlikovati golim okom. Kako bi mogli obraditi
snimljene NIR spektre, moramo koristiti statisticke i matematicke metode analize podataka,
odnosno kemometriju Cija je sinergija sa blisko infracrvenom spektroskopijom dovela do
revolucije u analitici u svim podrucjima znanosti. Bliska infracrvena spektroskopija, kao §to
smo rekli, nedestruktivna je, brza i ekoloski prihvatljiva metoda. Najve¢a prednost je u tome
Sto moze mijeriti uzorke nepristrano, onakve kakvi jesu, tj. krutine i tekuc¢ine bez pripreme
uzorka. Uspjeh bliske infracrvene spektroskopije ne bi bio mogué¢ bez kemometrijske obrade
podataka (Sgrensen i sur., 2021).

Kemometrija je vazna disciplina koja se koristi u analitickoj kemiji i obuhvaca razlicite metode
i pristupe za analizu sloZenih podataka. Njena primjena mozZe se podijeliti u tri osnovne
skupine:

1) kalibraciju, validaciju i testove signifikantnosti

2) optimizaciju mjerenja i eksperimentalnih postupaka

3) ekstrakciju maksimalne koli¢ine informacija o materiji iz analitickih podataka
(Lazarevski, 2021).

U kemometriju spadaju ove multivarijatne metode:

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

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

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

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

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

o Parcijalna regresija metodom najmanijih kvadrata (engl. Partial Least Squares, PLS)

o Klaster analiza (engl. Cluster Analysis, CA)

o ViSestruka linearna regresija (engl. Multiple Linear Regression, MLR)

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

o Umjetne neuronske mreze (engl. Artificial Neural Networks, ANNSs) (Klapan, 2022).

Analiza glavnih komponenata (PCA) i parcijalna regresija metodom najmanjih kvadrata (PLS)

dvije su od najCesce koristenih kemometrijskih metoda u obradi NIR spektara.
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2.3.3.1. Analiza glavnih komponenata

Analiza glavnih komponenata (PCA analiza) jedna je od naj¢eSce koriStenih metoda analize
podataka u znanstvenim istrazivanjima. Cilj je pronaéi prostorno bliske skupine u
viSedimenzionalnom prostoru uz analizu njihovih odnosa te ulozi pojedinih varijabli u tim
odnosima. Ovaj proces PCA analize omogucuje smanjenje dimenzionalnosti skupa podataka,
pri ¢emu se zadrzavaju bitne informacije. 1z izvornih, dolazi do nastanka novih varijabli koje
medusobno nisu u koleraciji te se nazivaju glavnim komponentama. Njihov najveci mogudéi broj

jednak je broju izvornih (Lazarevski, 2021).

2.3.3.2. Parcijalna regresija metodom najmanijih kvadrata (PLS)

Parcijalna regresija metodom najmanjih kvadrata multivarijatna je metoda koja se koristi za
analizu veze izmedu varijabli dok se istovremeno kontroliraju utjecaji drugih varijabli. Cilj je
razumijevanje kako promjene u spektru analizirane supstance utjeCu na vrijednosti
koncentracije ili bilo kojih drugih kemijsko — fizikalnih svojstava, uzimajuéi u obzir moguce
smetnje ili utjecaje drugih faktora. Stoga, sve promjene koje se dogadaju moraju biti
prepoznate te medusobno povezane zbog Cega je potrebno analizirati veliki broj uzoraka.
Matematicki, promjene u podacima zapisane su u matrici te nastaju njihovi svojstveni vektori

(faktori ili primarne komponente) (Sileoni i sur., 2013).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI
3.1.1. Uzorci jabuka

Za provodenje ovog istrazivanja koristene su jabuke kupljene u trgovackom centru Konzum,

Zagreb. Sorta jabuke je ,Gala“. Pakira ili isporu¢uje ENNA Fruit d.o.o., Dugo Selo, Hrvatska.

3.1.2. Kemikalije

e Chromosul 80 — fungicid na bazi sumpora (BASF Croatia d.o.0., Zagreb, Hrvatska)
e Cuprablau Z 35 WG - Dibakrov klorid trihidroksid (Cuz(OH)sCl) (CHROMOS AGRO
d.d., Zagreb, Hrvatska)

e Destilirana voda

3.1.3. Aparatura

¢ Analiticka vaga (Kern&Sohn GmbH, Balingen, Njemacka)

e Vorteks (BiosanVortex V1 Plus, Riga, Latvija)

e Konduktometar (SevenCompact, MettlerToledo, Greifensee, Svicarska)

e NIR spektrometar (NIR-128-1.7-USB/6.25/50 um Control Development Inc., SAD)
¢ NIR spektrometar (AvaSpec-NIR256-2.5-HSC-EVO, Avantes, SAD)

e Prijenosni NIR spektrometar (NIR-M-R2, InnoSpectra, Tajvan)

o Magnetska mijeSalica (Heidolph Instruments, Schwabach, Njemacka)

e PCE-CSM 3 kolorimetar (PCE Instruments, Njemacka)

3.1.4. Pribor

e Kkivete

e Falcon kivete volumena 50 mL

e Mikropipeta volumena 10 do 100 pL
e Pipeta volumena 100 do 1000 pL

o Boce Strcaljke

e Laboratorijske ¢ase volumena 50 mL, 100 mL, 250 mL i 500 mL
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¢ Menzura volumena 100 mL

o Metalna Spatulica

3.2. METODE
3.2.1. Priprema uzorka
3.2.1.1. Priprema originalnih suspenzija/otopina fungicida i njihovih odgovarajucih razriedenja

Chromosul 80 i Cuprablau Z 35 WG komercijalni su fungicidi koji su na trziSte stavljeni u obliku
praha te im je vrijeme karence 14 dana. Pripremljene su 0,3 %-tna suspenzija Chromosula 80
(300g/100 L vode) i 0,05 %-tna otopina Cuprablau Z 35 WG (50 g/100 L vode). To su ujedno
i doze koje proizvodaC preporuCuje za koriStenje u programu zastite plodova jabuke od
bolesti.lz pripravljenih originalnih suspenzija/otopina oba fungicida (koji se mijeSaju na
magnetskoj mijeSalici (Heidolph Instruments, Schwabach, Njemacka) cijelo vrijeme pri 250
rpm radi osiguranja homogenosti suspenzije) izuzimaju se izraCunati volumeni potrebni za
pripremu razrjedenja otopina fungicida. U tablici 1 prikazane su oznake uzoraka te njihovo

znacenje.

Tablica 1. Prikaz oznaka originalnih fungicida i njihovih odgovarajucih razrijedenja

OZNAKA UZORKA ZNACENJE

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
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Tablica 1. Prikaz oznaka originalnih fungicida i njihovih odgovarajucih razrijedenja -

nastavak

70x Suspenzija/otopina fungicida koja je
sedamdeset puta razrijedena u odnosu na

originalnu.

90x Suspenzija/otopina fungicida koja je
devedeset puta razrijedena u odnosu na

originalnu.

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 tisu¢u

puta razrijedena u odnosu na originalnu.
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3.2.1.2. Kontaminacija jabuka istraZivanim fungicidima

Za kontaminaciju (prskanje) jabuka napravljene su nove originalne suspenzije/otopine
fungicida od kojih je svaki fungicid razrijeden deset, sto i tisucu puta. Za kontaminaciju
originalnom suspenzijom/otopinom i odgovarajuc¢im razrjedenjima, kao i za kontrolnu skupinu

(netretirane jabuke) koristene su po dvije jabuke koje su sli¢ne po masi, Sirini i duzini.

Tablica 2. Prikaz oznaka uzoraka te njihovo znacenje za jabuke koje su kontaminirane
fungicidima Chromosul 80 i Cuprablau Z 35 WG

OZNAKA UZORKA ZNACENJE
K Kontrolna (netretirana) jabuka
CH Jabuka prskana originalnom suspenzijom

fungicida Chromosul 80

CHio Jabuka prskana suspenzijom deset puta
razrijedenom u odnosu na originalnu

suspenziju fungicida Chromosul 80

CHio00 Jabuka prskana suspenzijom sto puta
razrijedenom u odnosu na originalnu

suspenziju fungicida Chromosul 80

CHao00 Jabuka prskana suspenzijom tisucu puta
razrijedenom u odnosu na originalnu

suspenziju fungicida Chromosul 80

Cu Jabuka prskana originalnom otopinom
fungicida Cuprablau Z 35 WG

CUqo Jabuka prskana otopinom deset puta
razrijedenom u odnosu na originalnu

otopinu fungicida Cuprablau Z 35 WG

CU100 Jabuka prskana otopinom sto puta
razrijedenom u odnosu na originalnu

otopinu fungicida Cuprablau Z 35 WG

CU 1000 Jabuka prskana otopinom tisuéu puta
razrijedenom u odnosu na originalnu

otopinu fungicida Cuprablau Z 35 WG
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Prije kontaminacije, jabuke su oprane pod mlazom vode, osuSene te im je markerom napisana

odgovaraju¢a oznaka (slika 2). U tablici 2 prikazane su oznake uzoraka te njihovo znacenje.

21 ) h.‘.:
Slika 2. Oznacene jabuke koje su snimane u rasponu valnih duljina A = 900 — 2500 nm

(vlastita fotografija)

Originalna otopine istrazivanih fungicida i njihova odgovarajuc¢a razrijedenja (10x, 100x i
1000x) pripremljene su kao i u prethodnom poglavlju 3.2.1.1. Po dvije jabuke (odgovarajuca
originalna suspenzija tj. otopina/razrijedenje) zasebno su stavljene na aluminijsku foliju te su
kontaminirane sa 50 mL originalne suspenzije fungicida (0,3 % Ch odn. 0,05 % Cu) ili njihovih
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odgovarajucih razrijedenja (10x, 100x, i 1000x). Zatim su ostavljene da se su$e na sobnoj

temperaturi dva sata.

3.2.2. Mjerenje ukupnih otopljenih tvari i vodljivosti suspenzija/otopina istrazivanih fungicida

Ukupne otopliene tvari (engl. Total Dissolved Solids, TDS) i vodljivost originalnih
suspenzija/otopina i njihovin odgovaraju¢ih razrijedenja mjerene su konduktometrom
(SevenCompact, MettlerToledo, Greifensee, Svicarska). Princip mjerenja ukupnih otopljenih
tvari/vodljivosti temelji se na uranjanju sonde konduktometra u uzorak te se zatim sa uredaja
ocitaju vrijednosti vodljivosti odn.TDS-a. Svaki uzorak mjeren je tri puta, a kao rezultat uzimala

se srednja vrijednost + standardna devijacija.

3.2.3. Odredivanje boje uzoraka suspenzija/otopina istrazivanih fungicida

Boja uzoraka odredivana je PCE-CSM 3 kolorimetrom (PCE Instruments, Njemacka) gdje se
uzorak originalne suspenzije fungicida ili njegovog odgovarajuceg razrjedenja ulio u kivetu i
stavio u kuciste instrumenta. U prehrambenoj industriji postoje brojne standardizirane
instrumentalne metode odredivanja boja, a jedna od njih je metoda po Hunteru kojom se
odreduju parametri a*, b* i L*. L* parametar oznacuje svjetlinu/bjelinu koja pokazuje vrijednosti
od 0 do 100 (bijelo ako je L* = 100, crno ako je L* = 0), a* predstavlja crvenu boju i varira od
—a* do +a* (-a* = zeleno, +a* = crveno), a parametar b* predstavlja zutu boju koja takoder
varira od —b* za plavu do +b* za zutu. Kolorimetrija primjenjuje CIELab sustav gdje parametri
a* i b* predstavljaju kromatske osi, a L* akromatsku os koja je okomita na kromatske (Doric,
2016). Uzorci su mijereni tri puta, a konacan rezultat je prikazan kao srednja vrijednost +
standardna devijacija.Kako bi mogli izraCunati promjenu boja razrjedenja u odnosu na

originalne otopine (0,05 Cu) i suspenzije (0,3 Ch) koristila se formula:

AE* = \/(L* — L*ref)? + (a* — a*ref)? + (b* — b*ref)? 2)
L* - svjetlina ispitivanog uzorka u CIELab prostoru boja
a* i b* - parametri boja odgovarajuéih razrjedenja suspenzija/otopina istraZivanih fungicida
L*ref - svjetlina referentne, originalne suspenzije/otopine istrazivanih fungicida

a*ref i b*ref - parametri boja originalne referentne suspenzije/otopine istrazivanih fungicida.
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3.2.4. Blisko infracrvena (NIR) spektroskopija

U ovom istrazivanju pripremljena suspenzija/otopina Ch/Cu i njihovih odgovarajucih
razriedenja (10x, 20x, 30x, 50x, 70x, 90x, 100x, 150x, 200x, 350x, 500x, 700x 900x, 1000x)

shimani su pomocu tri NIR instrumenta:

1. NIR spektrometar (NIR-128-1.7-USB/6.25/50 um Control Development Inc., SAD) koji snima
absorbance u rasponu valnih duljina A = 904 — 1699 nm. Spektri su analizirani primjenom

programskog paketa Control Development Spec 32 (Control Development Inc., SAD).

2. NIR spektrometar (AvaSpec-NIR256-2.5-HSC-EVO, Avantes, SAD) koji snima absorbance
u rasponu valnih duljina A = 1000 — 2500 nm. Spektri su analizirani primjenom programskog
paketa Avasoft (Avantes, SAD).

3. Prijenosni NIR spektrometar (NIR-M-R2, InnoSpectra, Tajvan) koji snima absorbance u
rasponu valnih duljina A = 900 — 1700 nm. Spektri su analizirani primjenom programskog
paketa ISC-NIRScan (InnoSpectra, Tajvan).

Uzorci otopina/suspenzija istrazivanih fungicida i njihovih odgovarajucih razrjedenja snimani
su u rasponu valnih duljina A = 904 — 1699 nm te A = 1000 — 2500 nm. Uzorci su shimani u
kivetama koje su stavljene u postolje za snimanje tekucih uzoraka. NIR spektri svakog uzorka
snimani su tri puta, a iz dobivenih vrijednosti izraCunata je srednja vrijednost.

Kontaminirane (prskane) jabuke, kao i one netretirane (kontrolna skupina) dan snimane su
pomocu NIR instrumenata koji mjere absorbance u rasponu valnih duljina A =904 — 1699 nm,
A =1000 — 2500 nm te A = 900 — 1700 nm. Nakon $to su izvadene iz frizidera ostavljene su 2
sata na sobnoj temperaturi kako bi njihova temperatura pri svakom mjerenju bila ista te kako
ne bi doslo do fluktuacija u temperaturama $to bi moglo utjecati na rezultate snimanja. NIR
spektri jabuka snimani su prianjanjem sonde na povrsinu jabuke. Povrsina svake jabuke bila
je podjeljena na Cetiri ekvatorijalne ravnine oznaCene kruzicem, a unutar svake oznaCene
pozicije snimanje se vrsilo tri puta. Spektri jabuka na NIR instrumentima snimani su tijekom
trotjednog vremenskog razdoblja. Za svaku jabuku snimljeno je dvanaest spektara, a bududi
da su po dvije jabuke prskane odgovaraju¢im dozama fungicida, za svaki uzorak (prskane i
neprskane, odnosno kontrolne jabuke) kao rezultat se uzimala srednja vrijednost od 24

spektara.
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3.2.5. Obrada dobivenih podataka

Za analizu dobivenih podataka koridten 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). MS Excel 2013 se koristio za izraCun srednjih vrijednosti i
standardne devijacije dobivenih eksperimentalnih podataka. Program Statistica 14.0 koriSten
je za PCA analizu. Program The Unscrambler® X 10.4 koristen je za provedbu parcijalne

regresije metodom najmanjih kvadrata.

3.2.5.1. Analiza glavnih komponenata

Analiza glavnih komponenata (engl. Principal Component Analysis, PCA) statistiCka je metoda
kojom se interpretiraju i vizualiziraju izmjereni podaci gdje je cilj reducirati dimenzionalnost
velikih koli¢ina podataka, ali i o€uvati koli¢inu informacija koje su sadrzane u pocetnim
podacima. PCA analiza otkriva veze izmedu varijabli koje mozda nisu uodljive na prvi pogled
(Strmecki, 2023). Stoga je u ovom radu provedena PCA analiza, na temelju izracunatih srednjih
vrijednosti kontinuiranih izvornih NIR spektara: a) za originalne otopine/suspenzije fungicida i
njihovih odgovarajucih razriedenja, snimljenih u rasponu valnih duljina tri razli¢ita uredaja (A =
904-1699 nm i A = 1000 — 2500 nm) te b) kontaminiranih (tretiranih) i kontrolnih (netretiranih)

jabuka, snimljenih u rasponu valnih duljina koristenih uredaja.

3.2.5.2. Parcijalna regresija metodom najmanjih kvadrata

Parcijalna regresija metodom najmanijih kvadrata (engl. Partial Least Squares, PLS) koristi se
za analizu skupa zavisnih varijabli (Y) iz skupa nezavisnih varijabli (X), odnosno za predvidanje
rezultata. U svrhu predikcije fizikalnih karakteristika (ukupne otopljene tvari, vodljivost te boja),
primijenjeni su PLS modeli na temelju snimljenih izvornih NIR spektara originalnih
otopina/suspenzija fungicida i njihovih odgovarajuéih razriedenja. Za razvoj PLS modela
koriSten je set od 60 eksperimentalnih podataka: obuhvaceno je 15 uzoraka (originalna
suspenzija/otopina i odgovarajuc¢a razrjedenja). Cetiri paralele svakog uzorka obuhvaéene su
tijekom razvoja PLS modela. Nadalje, 60 podataka podijeljeno je na set podataka za kalibraciju i
validaciju (30) te set podataka za predikciju (15). Set podataka za kalibraciju i validaciju modela
podijeljen je u omjeru 1:1. Za kalibraciju, validaciju i predikciju modela koristene su valne duljine
NIR spektara snimljene u rasponu od: a) A = 904-1699 nm i b) A = 1000 — 1900 nm. Na temelju
izraCunatih vrijednosti koeficijenata determinacije za kalibraciju, validaciju i predikciju te
pripadajuée vrijednosti korijena srednjeg kvadratnog odstupanja (engl. Root Mean Squared

Error, RMSE) ocjenjuje se prikladnost primijenjenih PLS modela. Vrijednost koeficijenta
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determinacije (R?) kreéu se u rasponu od 0 do 1. Sto je vrijednost R? bliza jedinici zaklju¢ujemo
da je i ¢vrS¢a veza nezavisne i zavisne varijable — teorijski model uspjeSno prati i izmjerene
podatke (Gajdo$ Kljusuri¢ i sur., 2017; Serbetar, 2012).

4. REZULTATI | RASPRAVA

Cilj ovog rada bio je ispitati mogucnost primjene blisko infracrvene (NIR) spektroskopije u svrhu
detekcije prisutnosti fungicida Chromosul 80 i Cuprablau Z 35 WG na povrsini jabuka. Jabuke
su kontaminirane (prskane) originalnim suspenzijama/otopinama istrazivanih fungicida, koje
su pripremlijene u dozama preporu¢enima od strane proizvodaca, te njihovim razriedenjima
(10x, 100x i 1000x). Uzorci jabuka su snimani primjenom dva stolna i jednog prijenosnog NIR
spektrometra (A = 904 — 1699 nm, A = 1000 — 2500 nm i A =900 — 1700 nm). Uzorci originalnih
suspenzija/otopina fungicida te njihovih odgovarajucih razriedenja (10x, 20x, 30x, 50x, 70x,
90x, 100x, 150x, 200x, 350x, 500x, 700x, 900x, 1000x) snimani su primjenom dva stolna
instrumenta (A = 904 — 1699 nm te A = 1000 — 2500 nm). Takoder su izmjerene i fizikalne
karakteristike (TDS, vodljivost i boja) pripremljenih originalnih suspenzija/otopina fungicida te
njihovih razrjedenja. Kronolo$ki gledano, prvo su prikazani eksperimentalni rezultati fizikalnih
svojstava pripremljenih originalnih suspenzija/otopina istrazivanih fungicida te njihovih
odgovarajuéih razrjedenja na slikama 3 i 4 te u tablicama 3, 4 i 5. Zatim slijedi prikaz izvornih
NIR spektara (slike 5 i 6) i PCA analiza (slike 7 i 8) za originalne suspenzije/otopine fungicida
te njihovih pripadajucih razrjedenja. U tablicama 6 i 7 te na slikama 9, 10, 11 i 12 prikazani su
rezultati parcijalne regresije metodom najmanjih kvadrata (PLS modeli) s ciliem predikcije
vodljivosti, boje i ukupnih otopljenih tvari za originalne suspenzije/otopine fungicida i njihovih
razrjedenja. Izvorni NIR spektri jabuka kontaminiranih sa originalnim suspenzijama/otopinama
fungicida te razrjedenjima 10x, 100x i 1000x, kao i kontrolni uzorci prikazani su na slikama od
13 do 32. PCA analiza rezultata, dobivenih na temelju izvornih NIR spektara kontaminiranih i

kontrolnih (netretiranih) jabuka prikazana je u prilozima od 1 do 19.
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4.1. FIZIKALNA SVOJSTVA PRIPREMLJENIH  SUSPENZIJA/OTOPINA
ISTRAZIVANIH FUNGICIDA CHROMOSUL 80 | CUPRABLAU Z 35 WG TE
NJIHOVIH ODGOVARAJUCIH RAZRJEDENJA

4.1.1. Ukupne otopljene tvari, vodljivost i boja istrazivanih fungicida

U ovom istrazivanju odredivane su fizikalne karakteristike (TDS, vodljivost i boja) originalnih
suspenzija/otopina fungicida Chromosul 80 i Cuprablau Z 35 WG i njihovih odgovarajucih

razriedenja.

TDS (mg/L)
]
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6'.;\ St N N S+ N St N N ot N N N N o*
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Slika 3. Graficki prikaz vrijednosti ukupnih otopljenih tvari (TDS) za originalne
suspenzije/otopine fungicida Chromosul 80 i Cuprablau Z 35 WG i njihovih odgovarajuéih
razrjedenja
(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 originalni uzorak)

Na slici 3 vidljivo je da je najviSa koncentracija ukupnih otopljenih tvari izmjerena u originalnoj
suspenziji/otopini istrazivanih fungicida. Za Chromosul 80 ta vrijednost iznosi 69,20 +0,90 mg/L
a za Cuprablau Z 35 WG ta vrijednost iznosi 28 = 0,40 mg/L. Najmanja vrijjednost TDS-a
izmjerena je kod fungicida Chromosul 80 kod 1000x razrijedene otopine i iznosi 2,86 mg/L,
dok kod Cuprablau Z 35 WG najmanja vrijednost iznosi 3,25 mg/L za otopinu razrijedenu 350x.
Kod originalne suspenzije fungicida Chromosul 80 i njegovih razrjedenja uglavnom je vidljiv
trend smanjenja ukupnih otopljenih tvari, izuzev razriedenja 70x, 100x, 150x, 500x i 900x koja
ne prate oCekivani padajuci trend. Kod fungicida Cuprablau Z 35 WG, takoder je vidljiv trend
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smanjenja vrijednosti TDS-a, izuzev razrjedenja 70x i 900x. lako je za oCekivati da se samim
razrjedivanjem otopina smanjuje koncentracija ukupnih otopljenih tvari, to u ovom istrazivanju
nije bio sluCaj. Razlog tome moze biti jer konduktometar mjeri ukupne otopljene, a ne
suspendirane tvari. Chromosul 80, sam po sebi ponada se kao suspenzija te su njegove
Cestice vidljive u samoj otopini, a nije nemoguce ni da je tokom samih mjerenja uzoraka na
konduktometru doSlo do sedimentacije (iako su uzorci prije mjerenja homogenizirani) sto je

uzrokovalo fluktuacije u rezultatima TDS-a.
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Slika 4. Grafi¢ki prikaz vrijednosti vodljivosti za originalne suspenzije/otopine fungicida
Chromosul 80 i Cuprablau Z 35 WG i njihovih odgovarajucih razrjedenja
(Uzorci su oznageni 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 4, koja prikazuje graficki prikaz vodljivosti suspenzija/otopina istrazivanih fungicida i
njihovih odgovaraju¢ih razrjedenja, vidljiv je trend kao i kod izmjerenih vrijednosti ukupnih
otopljenih tvari (slika 3). Najvece vrijednosti vodljivosti o&ekivano su izmjerene kod originalnih
suspenzija/otopina (za Chromosul 80 ona iznosi 155 + 0,91 uS/cm, a za Cuprablau Z 35 WG
57,87 + 0,57 uS/cm. Najmanja vrijednost, u slu¢aju Chromosula 80, izmjerena je kod 1000x
razrijedene originalne suspenzije i iznosi 5,66 + 0,05 yS/cm , a u slu€aju fungicida Cuprablau
Z 35 WG kod 350x (6,54 + 0,01 uS/cm) razrijedene originalne otopine istog fungicida. Kako se
koncentracija otopina smanjuje tako se i vrijednosti vodljivosti smanjuju. Cuprablau Z 35 WG

dobro provodi elektri¢nu struju zbog prisutnosti bakrovih iona (Saoudi i sur., 2017).
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Tablica 3. Odredivanje parametara boje pripremljenoj suspenziji fungicida Chromosul 80
(0,3 Ch) te njezinim odgovarajuéim razrjedenjima

UZORAK?* CHROMOSUL 80
L* ar b*

0,3 Ch 53,83 £ 0,02 0,30+ 0,01 4,29 + 0,02
10x 45,89 + 0,01 -0,37 £ 0,01 0,96 £ 0,01
20x 45,57 + 0,34 -0,34 + 0,01 0,97 £ 0,06
30x 45,05+ 0,01 -0,33+0,01 0,89+0,01
50x 45,33 £ 0,20 -0,22 + 0,03 1,13+ 0,05
70x 44,24 + 0,02 0,02 + 0,02 1,20 £ 0,05
90x 44,71 + 0,00 -0,20+ 0,01 1,05+0,01
100x 45,43+ 0,01 -0,33+0,01 0,99+0,01
150x 45,37 £ 0,01 -0,23+ 0,22 1,10+ 0,01

200x 44,86 + 0,01 -0,18 + 0,00 1,01 +0,01
350x 45,02 £ 0,02 -0,15+ 0,02 1,17 £ 0,01
500x 45,39 + 0,01 -0,32+0,01 0,96 + 0,01
700x 45,90+ 0,01 -0,33+0,01 0,98 + 0,01
900x 45,28 + 0,01 -0,26 £ 0,01 0,97 + 0,01
1000x 45,38 + 0,01 -0,38 £ 0,01 0,82 +£0,01

(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)

Analizom vrijednosti parametara L*, a* i b* (tablica 3) izmjerenih za suspenziju pesticida
Chromosul 80 (0,3 Ch) te njezinih odgovaraju¢ih razriedenja vidljivo je kako vrijednosti
parametra L* imaju uglavnom padajuc¢i trend, kako se originalna suspenzija razrjedivala
destiliranom vodom. Najvec¢a L* vrijednost izmjerena je kod originalne suspenzije 0,3 Ch te
iznosi 53,83 + 0,02. Moze se zakljuciti kako se svjetlina uzoraka smanjuje sa smanjenjem
koncentracije fungicida. Sto se ti¢e parametra a*, izuzev originalne suspenzije, svi uzorci imaju
negativnu vrijednost Sto znaci priblizavanje zelenoj boji, osim originalne suspenzije koja ima
pozitivnu vrijednost i priblizava se crvenoj boji. Sve vrijednosti parametra b* pokazuju pozitivhu
vrijednost $to znacCi da se priblizavaju zutoj boji. Najveca vrijednost parametra b* izmjerena je
za originalnu suspenziju i iznosi 4,29 + 0,02, a najmanja vrijednost izmjerena je kod 1000x

razrijedene otopine i iznosi 0,82 + 0,01.
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Tablica 4. Odredivanje parametara boje pripremljenoj otopini fungicida Cuprablau Z 35 WG
(0,05 Cu) te njezinim odgovaraju¢im razrjedenjima

UZORAK?* CUPRABLAU Z 35 WG
L* a* b*

0,05 Cu 44,60 + 0,00 -0,03+£0,01 1,80 +£0,01
10x 44,67 + 0,01 -0,10 £ 0,02 1,03+0,01
20x 45,30 + 0,01 -0,16 £ 0,01 1,19+ 0,00
30x 45,06 + 0,01 -0,13 +£ 0,00 1,17 £ 0,02
50x 45,47 + 0,00 -0,25 + 0,01 1,01 +0,00
70X 46,15 + 0,01 -0,27 + 0,01 1,12+ 0,01
90x 44,98 + 0,01 -0,10 + 0,01 0,91+0,01
100x 46,01 + 0,00 -0,34+£0,01 0,96 + 0,00
150x 46,39 + 0,01 -0,45+0,01 0,93+0,01
200x 45,74 + 0,11 -0,34 £ 0,02 0,90 + 0,01
350x 45,02 + 0,02 -0,24 £ 0,01 1,01 +0,03
500x 44,16 + 0,08 -0,07 + 0,00 1,06 + 0,01
700x 44,58 + 0,10 -0,11 + 0,01 1,14+ 0,01
900x 44,82 + 0,01 -0,08 + 0,01 1,06 + 0,01
1000x 46,10 + 0,00 -0,29+£ 0,01 1,07+ 0,01

(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)

Analizom eksperimentalnih podataka prikazanih u tablici 4. vidljivo je da je najveca vrijednost
parametra L* izmjerena kod otopine fungicida 0,05 Cu koja je 150 puta razrjedena i iznosi
46,39 £ 0,01 dok je najmanja vrijednost izmjerena kod 500 puta razrijedene otopine te iznosi
44,16 + 0,08. Parametar a* u svim izmjerenim uzorcima istrazivanog fungicida Cuprabalu Z 35
W pokazuje negativnu vrijednost Sto znaci da se uzorci priblizavaju zelenoj boji. Kod svih
uzoraka za parametar b* su izmjerene pozitivne vrijednosti, $to znaci da se uzorci priblizavaju

zutoj boji, a najveca vrijednost je izmjerena za originalni uzorak i iznosi 1,80 + 0,01.
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Tablica 5. Promjena boje (AE*) odgovarajucih razriedenja suspenzija/otopina pesticida
Chromosul 80 i Cuprablau Z 35 WG u usporedbi s bojom originalnih suspenzija/otopina
navedenih fungicida

UZORAK?* AE*

CHROMOSUL 80 CUPRABLAU Z 35 WG
10X 8,64 + 0,03 0,77 +0,01
20X 8,92+ 0,34 0,94 + 0,01
30X 9,44 + 0,03 0,79+ 0,02
50X 9,08 + 0,15 1,20+ 0,01
70X 10,08 + 0,01 1,71+0,01
90X 9,70 + 0,00 0,97+ 0,01
100X 9,04 +£ 0,02 1,67 + 0,01
150X 9,06 + 0,04 2,03 +0,00

200X 9,56 + 0,02 1,49+ 0,10
350X 9,35+ 0,03 0,91+ 0,04
500X 9,09 + 0,03 0,86 + 0,05
700X 8,62 + 0,02 0,66 + 0,02
900X 9,18 + 0,03 0,77 + 0,00
1000X 9,16 £ 0,02 1,68 £ 0,02

(*AE — promjena boje (vrijednost koja pokazuje koliko se boja pripremljenih razrjedenja originala
razlikuje od originalnog uzorka) (Uzorci su ozna€eni 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)

U tablici 5 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 30x, 70x i 90x u odnosu na originalni uzorak. Najveéa odstupanja boje za uzorke
otopina fungicida Cuprablau Z 35 WG zabiljeZzeno je kod otopina razriedenih 100x, 150x i

1000x 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. Blisko infracrveni (NIR) spektri pripremljenih suspenzija/otopina istrazivanih fungicida te
njihovih odgovarajucih razrjedenja

NIR spektri pripremljenih suspenzija/otopina fungicida Chromosul 80 i Cuprablau Z 35 WG kao
i njihovih odgovarajuéih razriedenja snimljeni su kako bi se promatrale sli¢nosti i razlike u
apsorbancijama pri odgovaraju¢im valnim duljinama u svrhu kvalitativnog odredivanja njihove
prisutnosti. Spektri su snimani pomocu dva stolna NIR spektrometra: NIR spektrometar koji
mjeri apsorbancije u podruéju valnih duljina od 904 nm do 1699 nm (NIR-128-1.7-USB/6.25/50
um Control Development Inc., SAD) te NIR spektrometar koji mjeri apsorbancije u podrucju
valnih duljina od 1000 nm do 2500 nm (AvaSpec-NIR256-2.5-HSC-EVO, Avantes, SAD).
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Slika 5. Izvorni NIR spektri pripremljene originalne otopine/suspenzije fungicida (a)
Cuprablau Z 35 WG (0,05 Cu) i (b) Chromosul 80 (0,3 Ch) te njihovih odgovarajuéih
razrjedenja snimljenih pomoc¢u spektrometra NIR-128-1.7-USB/6.25/50 um, Control
Development Inc., SAD (A = 904 — 1699 nm)
(Uzorci su oznaceni oznakama 10X_av, 20X_av, 30X_av, 50X _av, 70X_av, 90X _av, 100X av,
150X_av, 200X_av, 350X_av, 500X _av, 700X_av, 900X _av, 1000X_av ovisno o tome koliko puta je
uzorak razrijeden u odnosu na originalni uzorak; av (average) — srednja vrijednost izvornih NIR spektara
za pojedini uzorak)

27



Na slici 5a. vidljivo je razdvajanje uzoraka u dvije skupine, ovisno o intenzitetu apsorbancije,
duz Citavog spektra. Pripremljena razriedenja fungicida Cuprablau Z 35 WG pripadaju istoj
skupini te se minimalno razlikuju u intenzitetu apsorbance. Originalna Cu otopina pokazuje
vece vrijednosti apsorbance na Citavom spektru, u usporedbi s odgovaraju¢im razrjedenjima,
osim na podrucju valnih duljina od 1400 do 1600 nm, kada najveci intenzitet apsorpcije
pokazuje otopina koja je 10 puta razrijedena u odnosu na originalnu Cu otopinu. Svi
pripremljeni uzorci pokazuju povec¢anje apsorbancije u rasponu valnih duljina od 1350-1699
nm Sto ukazuje na prisutnost vode u istrazivanim uzorcima. U navedenom rasponu se takoder
javljaju i vibracije N-H veza u prvom overtonu. Vibracije C — H veza u drugom overtonu
pojavljuju se u podrucju valnih duljina od 1134-1231 nm, kao i vibracije C=0 veze u Cetvrtom
overtonu. Originalni uzorak pokazuje najve¢u apsorbanciju pri 1699 nm; raspon valnih duljina
od 1676-1698 nm odgovara vibraciji C-H veze u prvom overtonu (Klapan, 2022; Badr Eldin,
2011).

Na slici 5b. vidljivo je kako originalna suspenzija fungicida Chromosul 80 i uzorka koji je deset
puta razrijeden u odnosu na originalnu suspenziju pokazuju veée vrijednosti apsorbancije u
snimanom podrucju valnih duljina. Ostali uzorci pokazuju manje vrijednosti apsorbancije u
promatranom rasponu valnih duljina. Najve¢u vrijednost apsorbancije pokazuju svi uzorci u
podrucju valnih duljina od 1400 - 1650 nm Sto ukazuje na prisutnost molekula vode u
istrazivanim uzorcima. Takoder, u ovom podrucju je spektar originalne suspenzije Ch 0,3
Sumovit u odnosu na NIR spektre ostalih uzoraka. Razlog tomu moZze biti priroda pripremljenih

uzoraka, mjerna osjetljivost samog instrumenta te moguéa pogresSka mijeritelja.
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Slika 6. Izvorni NIR spektri pripremljene originalne otopine/suspenzije fungicida (a)
Cuprablau Z 35 WG (0,05 Cu) i (b) Chromosul 80 (0,3 Ch) te njihovih odgovarajucih
razrjedenja snimljenih pomoc¢u spektrometra NIR AvaSpec-NIR256-2.5-HSC-EVO, Avantes,
SAD (A = 1000 — 2500 nm)

(Uzorci su oznageni oznakama 10X_av, 20X_av, 30X_av, 50X_av, 70X_av, 90X_av, 100X_av,
150X_av, 200X_av, 350X_av, 500X_av, 700X_av, 900X_av, 1000X_av ovisno o tome koliko puta je
uzorak razrijeden u odnosu na originalni uzorak; av (average) — srednja vrijednost izvornih NIR
spektara za pojedini uzorak)
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Slika 6a. prikazuje izvorne NIR spektre otopine fungicida Cuprablau Z 35 WG i njegovih
odgovarajucih razrjedenja snimljene pomocu NIR spektrometra (AvaSpec-NIR256-2.5-HSC-
EVO, Avantes, SAD) koji mjeri intenzitet apsorbancije u rasponu valnih duljina od 1000 nm do
2500 nm. Vidljivo je preklapanje apsorpcijskih vrpci za sve pripremljene uzorke u rasponu
valnih duljina od 1000 do 1400 nm. Do znatnog skoka apsorbancije dolazi kod valnih duljina
izmedu 1400 nm i 1650 nm Sto ukazuje na prisutnost molekula vode u istrazivanim uzorcima
(Badr Eldin, 2011). Snimljeni kontinuirani NIR spektri, u rasponu valnih duljina od 1000 do
1700 nm, prate trend koji je prikazan na slici 5a; razlika je u vecim vrijednostima apsorbancije
koje su dobivene koristenjem NIR spektrometra AvaSpec-NIR256-2.5-HSC-EVO u odnosu na
spektrometar NIR-128-1.7-USB/6.25/50 um. Podruéje valnih duljina 1800 - 2500 nm je izrazito
Sumovito: razlog tomu moze biti priroda pripremljenih uzoraka, mjerna osjetljivost samog

instrumenta te moguca pogreska mjeritelja.

Slika 6b. prikazuje izvorne NIR spektre suspenzije fungicida Chromosul 80 i njegovih
odgovarajuéih razriedenja takoder snimljene pomocu NIR spektrometra AvaSpec-NIR256-2.5-
HSC-EVO. U rasponu valnih duljina od 1000 do 1400 nm vidljivo je preklapanje apsorpcijskih
vrpci za pripremljena razrijedenja 30x, 50x, 70x, 90x, 100x, 150x, 200x, 350x, 500x, 700x,
900x, 1000x. Apsorpcijski spektri originalne suspenzije Ch 0,3 te deset puta (10x) i dvadeset
puta (20x) razrijedenih uzoraka, u navedenom valnom podrucju, prate isti trend apsorpcijskih
spektara ostalih uzoraka ali je njihov intenzitet apsorbancije veéi. Najvecli intenzitet
apsorbancije snimljen je za originalnu suspenziju fungicida Chromosul 80. Do znantnog skoka
apsorbancije dolazi kod valnih duljina izmedu 1400 nm i 1650 nm S$to ukazuje na prisutnost
molekula vode u istraZivanim uzorcima (Badr Eldin, 2011). Snimljeni kontinuirani NIR spektri,
u rasponu valnih duljina od 1000 do 1700 nm, uglavnom prate trend koiji je prikazan na slici
5b. Podrugje valnih duljina 1800 - 2500 nm je izrazito Sumovito: razlog tomu moze biti priroda

pripremljenih uzoraka, mjerna osjetljivost samog instrumenta te moguéa pogreSka mijeritelja.

4.2.2. Analiza glavnih komponenata izvornih spektara, snimljenih u blisko infracrvenom
podrucju, pripremljenih otopina/suspenzija istrazivanih fungicida te njihovih odgovarajucih

razriedenja

U ovom radu primijenjena je analiza glavnih komponenata (PCA) kako bi se prikazale sli¢nosti
odnosno razlike izmedu pripremljenih originalnih otopina/suspenzija istrazivanih fungicida (Cu

0,05 i Ch 0,3) te njihovih odgovarajucih razrjedenja.
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Slika 7. Analiza glavnih komponenata izvornih NIR spektara originalne otopine/suspenzije
fungicida (a) Cuprablau Z 35 WG i (b) Chromosul 80 (0,3 Ch) te njihovih odgovarajucih
razriedenja snimljenih pomoc¢u spektrometra NIR-128-1.7-USB/6.25/50 um, Control Development
Inc., SAD (A =904 — 1699 nm)

(Cu_0,05_av-originalna otopina fungicida Cuprablau Z 35 WG, Ch_0,3 av-originalna suspenzija
fungicida Chromosul 80, oznake Cu_10x_av, Cu_20x_av, Cu_30x_av, Cu_50x_av, Cu_70x_av,
Cu_90x_av, Cu_100x_av, Cu_150x_av, Cu_200x_av, Cu_350x_av, Cu_500x_av, Cu_700x_av,
Cu_900x_av, Cu_1000x_av, Ch_10x_av, Ch_20x_av, Ch_30x_av, Ch_50x_av, Ch_70x_av,
Ch_90x_av, Ch_100x_av, Ch_150x_av, Ch_200x_av, Ch_350x_av, Ch_500x_av, Ch_700x_av,
Ch_900x_av, Ch_1000x_av oznacavaju koliko je puta ta otopina fungicida razrijedena u odnosu na

originalan uzorak; av (average) — srednja vrijednost izvornih NIR spektara za pojedini uzorak)

Uzorak originalne otopine pesticida Cuprablau Z 35 WG (Cu_0,05 av) smjestio se u treci
kvadrant, razdvojivsi se od ostalih uzoraka (slika 7a). U prvom i ¢etvrtom kvadrantu smjestila
su se razrjedenja istrazivanog fungicida. PCA analiza ukazuje na razlike izmedu originalne
otopine fungicida Cuprablau od ostataka uzoraka, odnosno razdvoijila je uzorke fungicida na
temelju njihovih razli¢itih koncentracija. Faktor 1 objasnjava 70,33 % svih interakcija u
promatranom skupu podataka dok Faktor 2 doprinosi sa 28,47 % pojasnjenja varijanci u
promatranom skupu podataka odnosno ukupno se moze objasniti 98,80 % svih varijanci u
promatranom skupu podataka.

Na slici 7b. vidljivo je da se uzorak originalne suspenzije pesticida Chromosul 80 (Ch_0,3_av)
smijestio u tre¢i kvadrant, zajedno sa deset puta razrijedenom originalnom suspenzijom
(Ch_10x_av). Razrjedenja od dvadeset (Ch_20x_av) i sedamdeset (Ch_70x_av) puta
smjestila su se u drugi kvadrant. Blizina uzoraka (Ch_20x_av) i (Ch_70x_av) ukazuje na
odredene sli¢nosti ovisno o ispitivanim fakorima. Preostala razrijedenja smjeStena su u prvi i
Cetvrti kvadrant. Na temelju rezultata vidljivo je da je PCA analiza razdvoijila uzorke fungicida
Chromosul 80 na temelju njihovih razli€itih koncentracija. Faktor 1, odnosno prva glavna
komponentna objasnjava 93,23 % svih interakcija u obradenom skupu podataka, a Faktor 2
(druga glavna komponenta) doprinosi sa 2,48 % pojasnjenja varijanci u promatranom skupu
podataka odnosno ukupno se moze objasniti 95,71 % svih varijanci u promatranom skupu

podataka.
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Slika 8. Analiza glavnih komponenata izvornih NIR spektara originalne otopine/suspenzije
fungicida (a) Cuprablau Z 35 WG i (b) Chromosul 80 (0,3 Ch) te njihovih odgovarajucih
razrjedenja snimljenih pomocéu spektrometra (AvaSpec-NIR256-2.5-HSC-EVO, Avantes, SAD) (A
=1000 — 2500 nm)

(Cu_0,05_av-originalna otopina fungicida Cuprablau Z 35 WG, Ch_0,3_av-originalna suspenzija
fungicida Chromosul 80, oznake Cu_10x_av, Cu_20x_av, Cu_30x_av, Cu_50x_av, Cu_70x_av,
Cu_90x_av, Cu_100x_av, Cu_150x_av, Cu_200x_av, Cu_350x_av, Cu_500x_av, Cu_700x_av,
Cu_900x_av, Cu_1000x_av, Ch_10x_av, Ch_20x_av, Ch_30x_av, Ch_50x_av, Ch_70x_av,
Ch_90x_av, Ch_100x_av, Ch_150x_av, Ch_200x_av, Ch_350x_av, Ch_500x_av, Ch_700x_av,
Ch_900x_av, Ch_1000x_av oznacavaju koliko je puta ta otopina fungicida razrijedena u odnosu na

originalan uzorak; av (average) — srednja vrijednost izvornih NIR spektara za pojedini uzorak)

Uzorak originalne otopine fungicida Cuprablau Z 35 WG (Cu_0,05 av), zajedno sa
(Cu_10x_av), (Cu_20x_av) i (Cu_50x_av) smjestio se u treci kvadrant. Uzorci (Cu_70x_av) i
(Cu_1000x_av) smijestili su se u drugi kvadrant, a ostali uzorci smjesteni su u prvom i etvrtom
kvadrantu (slika 8a). Prva glavna komponenta objasSnjava 45,34 % svih interakcija u
promatranom skupu podataka dok druga glavna komponenta doprinosi sa 32,59 % pojasnjenja
varijanci u promatranom skupu podataka odnosno ukupno se mozZe objasniti 77,93 % svih
varijanci u promatranom skupu podataka.

Na slici 8b. vidljivo je da se originalna suspenzija (Ch_0,3_av) izdvojila u Cetvrti kvadrant
zajedno sa trideset puta (Ch_30x_av) razrijedenom suspenzijom. U prvi kvadrant smjesteni su
uzorci (Ch_10x_av) i (Ch_20x_av). U U drugom i treéem kvadrantu smjesteni su ostali uzorci.
Faktor 1, odnosno prva glavna komponentna objadnjava 67,46 % svih interakcija u obradenom
skupu podataka, a Faktor 2 (druga glavna komponenta) doprinosi sa 17,25 % pojasnjenja
varijanci u promatranom skupu podataka odnosno ukupno se moze objasniti 84,71 % svih

varijanci u promatranom skupu podataka.

32



4.2.3. Modeli parcijalne linearne regresije metodom najmanjin kvadrata za fizikalne

karakteristike istrazivanih otopina/suspenzija fungicida te njihovih odgovarajucih razrjedenja

Parcijalna regresija metodom najmanijih kvadrata (engl. Partial Least Squares, PLS) je model
gdje ulazne varijable predstavljaju valne duljine izvornih NIR spektara snimljenih pomocu dva
stolna NIR instrumenta (spektrometra NIR-128-1.7-USB/6.25/50 um i spektrometra AvaSpec-
NIR256-2.5-HSC-EVO, a izlazne varijable predstavljaju fizikalne karakteristike (vodljivost, TDS
i boja) istrazivanih fungicida Chromosul 80 i Cuprablau Z 35 WG i njihovih pripadajucih
razriedenja. S obzirom da se kod NIR instrumenta koji mjeri apsorbance u rasponu valnih
duljina od 1000 nm do 2500 nm pri valnoj duljini od 1900 nm pa nadalje javljaju Sumovi
apsorpcijskih spektara, za razvoj PLS modela upotrebljeno je podrudje valnih duljina u rasponu
od 1000 nm do 1900 nm.

Tablica 6. Izracunati koeficijenti determinacije (R?) za PLS regresijske modele, za fizikalne
karakteristike (TDS, vodljivost i boja) otopina/suspenzija fungicida Cuprablau Z 35 WG i
Chromosul 80, na temelju izvornih NIR spektara snimljenih pomocu NIR spektrometra NIR-
128-1.7-USB/6.25/50 ym za raspon A = 904 — 1699 nm

Cuprablau Z35WG | R%*a~ | °RMSEka | R%a | °RMSE va= | RZ%yred+ | °RMSE pred
TDS* 0,9838 0,5554 0,9721 0,9026 0,9916 0,5477
Vodljivost 0,9810 1,2478 0,9883 1,7866 0,9898 1,2395
AE’ 0,6034 0,2728 0,5352 0,3048 0,5958 0,2756
Chromosul 80 R%@~ | °RMSEka | R%a= | °RMSE va~ | R%yred+ | °RMSE pred
TDS* 0,9980 0,7282 0,9985 0,7534 0,9988 0,6162
Vodljivost 0,9987 1,3357 0,9989 1,2791 0,9989 1,2399
AE* 0,7749 0,1858 0,8338 0,1551 0,8248 0,1599

PLS - parcijalna regresija metodom najmanjeg kvadrata (engl. Partial Least Squares)

NIR — blisko infracrveni (engl. Near Infrared)

kal-kalibracija, val-validacija, pred-predikcija

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

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 9. Rezultati primjene parcijalne regresije metodom najmanjih kvadrata u predikciji
vrijednosti a) TDS-a, b) vodljivosti i c) AE za fungicid Cuprablau Z 35 WG (originalna
suspenzija te pripremljena odgovarajuca razrjedenja) na temelju izvornih NIR spektara
snimljenih NIR spektrometrom NIR-128-1.7-USB/6.25/50 um za raspon A = 904 — 1699 nm
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Slika 10. Rezultati primjene parcijalne regresije metodom najmanijih kvadrata u predikciji
vrijednosti a) TDS-a, b) vodljivosti i ¢) AE za fungicid Chromosul 80 (originalna suspenzija te
pripremljena odgovarajuca razrjedenja) na temelju izvornih NIR spektara snimljenih NIR
spektrometrom NIR-128-1.7-USB/6.25/50 um za raspon A = 904 — 1699 nm

IzraCunati koeficijenti determinacije za razvijene PLS modele na temelju izvornih NIR spektara
snimljenih NIR spektrometrom NIR-128-1.7-USB/6.25/50 ym te rezultati primjene PLS-a u
predikciji fizikalnih karakteristika istrazivanih otopina/suspenzija fungicida i njihovih
pripremljenih razrjedenja, prikazani su u tablici 6 i na slikama 9 i 10. Primjenom PLS modela
utvrdeno je da postoji linearna zavisnost izmedu NIR spektara fungicida Cuprablau Z 35 WG i
eksperimentalnih vrijednosti TDS-a (slika 9a). Vrijednosti koeficijenta determinacije (R?) za
kalibraciju, validaciju i predikciju krecu se u rasponu od 0,9721 do 0,9916. RMSE vrijednosti
kretale su se u rasponu od 0,5477 do 0,9026 (tablica 6). Takoder je utvrdeno da postoji
linearna zavisnost izmedu NIR spektara istog fungicida i eksperimentalnih vrijednosti
vodljivosti (slika 9b). Vrijednosti koeficijenta determinacije za kalibraciju, validaciju i predikciju
krecu se u rasponu od 0,9810 do 0,9898, a RMSE vrijednosti izmedu 1,2395 i 1,7866 (tablica
6). Primjenom PLS modela utvrdeno je da postoji slaba zavisnost izmedu NIR spektara

uzoraka fungicida Cuprablau Z 35 WG i eksperimentalnih vrijednosti AE (slika 9¢), buduéi da
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su se vrijednosti koeficijenta determinacije (R?) za kalibraciju, validaciju i predikciju kretale u
rasponu od 0,5352 do 0,6034 a RMSE vrijednosti izmedu 0,2728 i 0,3048 (tablica 6).

U slucaju fungicida Chromosul 80, primjenom PLS modela takoder je utvrdeno da postoji
linearna zavisnost izmedu NIR spektara i eksperimentalnih vrijednosti TDS-a (slika 10a).
Koeficijenti determinacije za kalibraciju, validaciju i predikciju u rasponu su od 0,9980 do
0,9988. Vrijednosti za RMSE kretale su se u rasponu od 0,6162 do 0,7534 (tablica 6). Utvrdena
je i linearna zavisnost NIR spektara istog fungicida i eksperimentalnih vrijednosti vodljivosti
(slika 10b). Vrijednosti koeficijenta determinacije za kalibraciju, validaciju i predikciju kretale su
se u rasponu od 0,9987 do 0,9989, a RMSE vrijednosti izmedu 1,2399 i 1,3357 (tablica 6).
Postoji i linearna zavisnost spektara fungicida Chromosul 80 i eksperimentalnih podataka AE
(slika 10c). Vrijednosti R? za kalibraciju, validaciju i predikciju u rasponu su od 0,7749 do
0,8338, a za RMSE u rasponu od 0,1551 do 0,1858 (tablica 6).

Tablica 7. Izracunati koeficijenti determinacije (R?) za PLS regresijske modele, za fizikalne
karakteristike (TDS, vodljivost i boja) otopina/suspenzija fungicida Cuprablau Z 35 WG i
Chromosul 80, na temelju izvornih NIR spektara snimljenih pomocu NIR spektrometra
(AvaSpec-NIR256-2.5-HSC-EVO, Avantes, SAD) za raspon A = 1000 — 1900 nm

Cuprablau Z 35 R%a | °RMSE ka~ | R%ax | °RMSE va= | R%yreda | °RMSE prea
WG
TDS* 0,9733 0,9747 0,9490 1,5091 0,9729 0,9866
vodljivost 0,9730 2,0334 0,9285 3,6569 0,9713 2,1065
AE’ 0,9146 0,1265 0,7894 0,2236 0,8780 0,1513
Chromosul 80 R%a~ | °RMSEka~ | R%a~ | °RMSE a» | R%yred» | °RMSE preda=
TDS* 0,9940 1,2474 0,9847 2,2644 0,9945 1,8804
vodljivost 0,9943 2,773 0,9873 4,7439 0,9952 4,2400
AE’ / / / / / /

PLS - parcijalna regresija metodom najmanjeg kvadrata (engl. Partial Least Squares)

NIR — blisko infracrveni (engl. Near Infrared)

kal-kalibracija, val-validacija, pred-predikcija

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

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 11. Rezultati primjene parcijalne regresije metodom najmanjih kvadrata u predikciji
vrijednosti a) TDS-a, b) vodljivosti i c) AE za fungicid Cuprablau Z 35 WG (originalna
suspenzija te pripremljena odgovarajuca razrjedenja) na temelju izvornih NIR spektara
snimljenih NIR spektrometrom (AvaSpec-NIR256-2.5-HSC-EVO, Avantes, SAD) za raspon A
=1000 - 1900 nm
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Slika 12. Rezultati primjene parcijalne regresije metodom najmanijih kvadrata u predikciji
vrijednosti a) TDS-a, b) vodljivosti i za fungicid Chromosul 80 (originalna suspenzija te
pripremljena odgovarajuéa razriedenja) na temelju izvornih NIR spektara snimljenih NIR
spektrometrom (AvaSpec-NIR256-2.5-HSC-EVO, Avantes, SAD) za raspon A = 1000 — 1900
nm
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IzraCunati koeficijenti determinacije za razviene PLS modele na temelju NIR spektara
snimljenih NIR spektrometrom (AvaSpec-NIR256-2.5-HSC-EVO, Avantes, SAD) te rezultati
primjene PLS-a u predikciji fizikalnih karakteristika istraZivanih otopina/suspenzija fungicida i
njihovih pripremljenih razrjedenja, prikazani su u tablici 7 i slikama 11 i 12. Primjenom PLS
modela utvrdeno je da postoji linearna zavisnost izmedu NIR spektara fungicida Cuprablau Z
35 WG i eksperimentalnih vrijednosti TDS-a (slika 11a). Vrijednosti koeficijenta determinacije
(R?) za kalibraciju, validaciju i predikciju kreéu se u rasponu od 0,9490 do 0,9733. RMSE
vrijednosti kretale su se u rasponu 0,9747 do 1,5091 (tablica 7). Takoder je utvrdeno da postoji
linearna zavisnost izmedu NIR spektara istog fungicida i eksperimentalnih vrijednosti
vodljivosti (slika 11b). Vrijednosti koeficijenta determinacije za kalibraciju, validaciju i predikciju
krec¢u se u rasponu od 0,9285 do 0,9730, a RMSE vrijednosti izmedu izmedu 2,0334 i 3,6569
(tablica 7). Primjenom PLS modela utvrdeno je da postoji slaba zavisnost izmedu NIR spektara
uzoraka fungicida Cuprablau Z 35 WG i eksperimentalnih vrijednosti AE (slika 11c¢), buduci da
su se vrijednosti koeficijenta determinacije (R?) za kalibraciju, validaciju i predikciju kretale u
rasponu od od 0,7894 do 0,9146 a RMSE vrijednosti izmedu od 0,1265 do 0,2236 (tablica 7).

U slucaju fungicida Chromosul 80, primjenom PLS modela takoder je utvrdeno da postoji
linearna zavisnost izmedu NIR spektara i eksperimentalnih vrijednosti TDS-a (slika 11a).
Koeficijenti determinacije za kalibraciju, validaciju i predikciju u rasponu su od 0,9847 do
0,9945. Vrijednosti za RMSE kretale su se u rasponu od 1,2474 do 2,2644 (tablica 7). Utvrdena
je i linearna zavisnost NIR spektara istog fungicida i eksperimentalnih vrijednosti vodljivosti
(slika 11b). Vrijednosti koeficijenta determinacije za kalibraciju, validaciju i predikciju kretale su
se urasponu od 0,9873 do 0,9952, a RMSE vrijednosti izmedu 2,773 i 4,7439 (tablica 7).

U slu€aju ukupnih otopljenih tvari i vodljivosti za oba istrazivana fungicida Ciji pripremljeni
uzorci su snimani pomo¢u NIR spektrometra NIR-128-1.7-USB/6.25/50 pm, vrijednosti
koeficijenta determinacije za predikciju su = 0,9 Sto ukazuje na dobru povezanost
eksperimentalno dobivenih podataka TDS-a i vodljivosti s razvijenim PLS modelima. MozZe se
zakljuciti kako se PLS modeli mogu koristiti za kalibraciju, validaciju te predikciju fizikalnih
karakteristika (TDS i vodljivost) istraZivanih fungicida. Sto se AE ti¢e, R? vrijednost za
Chromosul 80 je nesto niza (R?pyeq = 0,8248) u odnosu na R? vrijednosti dobivene za TDS i
vodljivost (tablica 6) Sto ukazuje na manju primjenjivost PLS modela za opisivanje
eksperimentalno dobivenih AE vrijednosti za Chromosul 80. U slu¢aju fungicida Cuprablau Z
35 WG, R?%yeq za AE iznosi 0,5958 te se PLS model ne moze primijeniti za opis

eksperimentalno dobivenih vrijednosti AE za Cuprablau Z 35 WG.

U slu€aju ukupnih otopljenih tvari i vodljivosti za oba istrazivana fungicida Ciji pripremljeni
uzorci su snimani pomocu NIR spektrometra (AvaSpec-NIR256-2.5-HSC-EVO, Avantes, SAD)
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za raspon A = 1000 — 1900 nm, vrijednosti koeficijenata determinacije su jednaki ili veéi od 0,9
8to ukazuje na dobru korelaciju eksperimentalno dobivenih podataka i modelom predvidenih
vrijednosti §to bi znacilo da se razvijeni PLS modeli mogu koristiti za validaciju, kalibraciju i
predikciju TDS-a i vodljivosti pesticida Chromosul 80 i Cuprablau Z 35 WG. Sto se promjene
boje tiCe, u slu€aju fungicida Cuprablau Z 35 WG, PLS modeli pokazuju manju primjenjivost
za opisivanje eksperimentalno dobivenih AE vrijednosti (R?se kreée u rasponu od 0,7894 do
0,9146). U slucaju fungicida Chromosul 80 te njegovih eksprimentalno dobivenih podataka
snimljenih NIR uredajem za raspon A = 1000 — 1900 nm PLS modeli nisu se mogli izraCunati
(tablica 7).

U istrazivanju koje su proveli Lapcharoensuk i sur. (2023) utvrdeno je da se primjenom PLS
modela moze utvrditi odsutnost ili prisutnost pesticida (klorpirifosa); izraCunate vrijednosti
koeficijenata determinacije iznosile su R? 2 0,9. Takoder, dokazano je da se parcijalna
regresija metodom najmanjih kvadrata takoder uspjeSno moze koristiti za detekciju visih ili
nizih koncentracija pesticida (profenofosa) na rajCicama sa to&nos¢u iznad 0,82 (Nazarloo i
sur., 2021).

U istrazivanju koje su proveli Gonzalez-Martin i sur. (2021), 106 uzoraka propolisa (podrucje
Spanjolske i Cilea) testirano je na prisustvo pesticida triadimefona te je zakljuéeno kako se
PLS metoda moze koristiti za predvidanje navedenog pesticida, pri ¢emu je vrijednost
koeficijenata determinacije iznosila R? 2 0,81. Yazici i sur. (2019) u svome istrazivanju razuvili
su PLS modele za predvidanje ostataka pesticida na povrsini jagoda (boskalid i piraklostrobin)
sa vrijednostima R%q2 0,89, R%preq~2 0,83 i R 2 0,85.

4.3. NIR SPEKTRI TRETIRANIH (PRSKANIH) TE NETRETIRANIH (KONTROLNIH)
UZORAKA JABUKA TIJEKOM TROTJEDNOG VREMENSKOG PERIODA

Snimljeni NIR spektri jabuka, koje su tretirane odredenim koncentracijama otopina/suspenzija
fungicida, koristili su se kako bi se promotrile sliCnhosti odn. razlike u apsorbancijama pri
odredenim valnim duljinama kako bi se potencijalno kvalitativno mogla odrediti prisutnost
istraZivanih fungicida (Cuprablau Z 35 WG i Chromosul 80). NIR spektri jabuka snimani su:
NIR spektrometrom NIR-128-1.7-USB/6.25/50 ym (A = 904 — 1699 nm), NIR spektrometrom
(AvaSpec-NIR256-2.5-HSC-EVO, Avantes, SAD) (A = 1000 — 2500 nm) te prijenosnim NIR
spektrometrom (NIR-M-R2, InnoSpectra, Tajvan) (A =900 — 1450 nm).
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Slika 13. Izvorni NIR spektri netretiranih i kontaminiranih jabuka s pesticidom Chromosul 80

za nulti dan (0,3 Ch—originalna suspenzija fungicida Chromosul 80, 10x Ch-suspenzija koja

je deset puta razrjedenija od originalne, 100x Ch-suspenzija koja je sto puta razrjedenija od
originalne, 1000x Ch-suspenzija koja je tisu¢u puta razrjedenija od originalne) snimljeni a)
NIR spektrometrom NIR-128-1.7-USB/6.25/50 ym za raspon A = 904 — 1699 nm, b) NIR

spektrometrom (AvaSpec-NIR256-2.5-HSC-EVO, Avantes, SAD) za raspon A = 1000 — 2500
nm c) prijenosnim NIR spektrometrom (NIR-M-R2, InnoSpectra, Tajvan) za raspon valnih

duljina A = 900 — 1450 nm
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Slika 14. lzvorni NIR spektri netretiranih i kontaminiranih jabuka s pesticidom Cuprablau Z
35 WG za nulti dan (0,05 Cu—originalna otopina fungicida Cuprablau Z 35 WG, 10x Cu-
otopina koja je deset puta razrjedenija od originalne, 100x Cu-otopina koja je sto puta
razriedenija od originalne, 1000x Cu-otopina koja je tisu¢u puta razrjedenija od originalne)
snimljeni @) NIR spektrometrom NIR-128-1.7-USB/6.25/50 ym za raspon A = 904 — 1699 nm,
b) NIR spektrometrom (AvaSpec-NIR256-2.5-HSC-EVO, Avantes, SAD) za raspon A = 1000
— 2500 nm c) prijenosnim NIR spektrometrom (NIR-M-R2, InnoSpectra, Tajvan) za raspon
valnih duljina A = 900 — 1450 nm
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Slika 15. Izvorni NIR spektri netretiranih i kontaminiranih jabuka s pesticidom Chromaosul 80

za treéi dan (0,3 Ch—originalna suspenzija fungicida Chromosul 80, 10x Ch-suspenzija koja

je deset puta razrjedenija od originalne, 100x Ch-suspenzija koja je sto puta razrjedenija od
originalne, 1000x Ch-suspenzija koja je tisu¢u puta razrjedenija od originalne) snimljeni a)
NIR spektrometrom NIR-128-1.7-USB/6.25/50 ym za raspon A = 904 — 1699 nm, b) NIR

spektrometrom (AvaSpec-NIR256-2.5-HSC-EVO, Avantes, SAD) za raspon A = 1000 — 2500
nm c) prijenosnim NIR spektrometrom (NIR-M-R2, InnoSpectra, Tajvan) za raspon valnih

duljina A = 900 — 1450 nm
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Slika 16. lzvorni NIR spektri netretiranih i kontaminiranih jabuka s pesticidom Cuprablau Z
35 WG za treéi dan (0,05 Cu—originalna otopina fungicida Cuprablau Z 35 WG, 10x Cu-
otopina koja je deset puta razrjedenija od originalne, 100x Cu-otopina koja je sto puta
razrjedenija od originalne, 1000x Cu-otopina koja je tisu¢u puta razrjedenija od originalne)
snimljeni a) NIR spektrometrom NIR-128-1.7-USB/6.25/50 ym za raspon A = 904 — 1699 nm,
b) NIR spektrometrom (AvaSpec-NIR256-2.5-HSC-EVO, Avantes, SAD) za raspon A = 1000
— 2500 nm c) prijenosnim NIR spektrometrom (NIR-M-R2, InnoSpectra, Tajvan) za raspon

valnih duljina A = 900 — 1450 nm

43



0,5
(0]
900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700
A/nm
10xCu ——100xCh ——1000xCh ——0,3Ch MNetretirana

2,5 4

1600 2400

1000 1200 1400 1800 2000 2200
Afnm
—0,3Ch ——1000x Ch ——100x Ch 10x Ch ——Netretirana
1,6
1,4 c)
1,2
:;.:,, 1
0,8
0,6
0,4 f
0,2
(o]
900 1000 1100 1200 1300 1400
A/nm
MNetretirana -10x Ch 100x Ch 1000x Ch 0,3 Ch

Slika 17. lzvorni

NIR spektri netretiranih i kontaminiranih jabuka s pesticidom Chromosul 80

za Cetvrti dan (0,3 Ch-originalna suspenzija fungicida Chromosul 80, 10x Ch-suspenzija koja
je deset puta razrjedenija od originalne, 100x Ch-suspenzija koja je sto puta razrjedenija od
originalne, 1000x Ch-suspenzija koja je tisu¢u puta razrjedenija od originalne) snimljeni a)
NIR spektrometrom NIR-128-1.7-USB/6.25/50 ym za raspon A = 904 — 1699 nm, b) NIR
spektrometrom (AvaSpec-NIR256-2.5-HSC-EVO, Avantes, SAD) za raspon A = 1000 — 2500
nm c) prijenosnim NIR spektrometrom (NIR-M-R2, InnoSpectra, Tajvan) za raspon valnih

duljina A = 900 — 1450 nm
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Slika 18. lzvorni NIR spektri netretiranih i kontaminiranih jabuka s pesticidom Cuprablau Z
35 WG za Cetvrti dan (0,05 Cu—originalna otopina fungicida Cuprablau Z 35 WG, 10x Cu-
otopina koja je deset puta razrjedenija od originalne, 100x Cu-otopina koja je sto puta
razrjedenija od originalne, 1000x Cu-otopina koja je tisu¢u puta razrjedenija od originalne)
snimljeni a) NIR spektrometrom NIR-128-1.7-USB/6.25/50 ym za raspon A = 904 — 1699 nm,
b) NIR spektrometrom (AvaSpec-NIR256-2.5-HSC-EVO, Avantes, SAD) za raspon A = 1000
— 2500 nm c) prijenosnim NIR spektrometrom (NIR-M-R2, InnoSpectra, Tajvan) za raspon
valnih duljina A = 900 — 1450 nm
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Slika 19. Izvorni NIR spektri netretiranih i kontaminiranih jabuka s pesticidom Chromaosul 80
za Sesti dan (0,3 Ch-originalna suspenzija fungicida Chromosul 80, 10x Ch-suspenzija koja
je deset puta razrjedenija od originalne, 100x Ch-suspenzija koja je sto puta razrjedenija od
originalne, 1000x Ch-suspenzija koja je tisu¢u puta razrjedenija od originalne) snimljeni a)
NIR spektrometrom NIR-128-1.7-USB/6.25/50 ym za raspon A = 904 — 1699 nm, b) NIR
spektrometrom (AvaSpec-NIR256-2.5-HSC-EVO, Avantes, SAD) za raspon A = 1000 — 2500
nm c) prijenosnim NIR spektrometrom (NIR-M-R2, InnoSpectra, Tajvan) za raspon valnih

duljina A = 900 — 1450 nm
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Slika 20. lzvorni NIR spektri netretiranih i kontaminiranih jabuka s pesticidom Cuprablau Z
35 WG za Sesti dan (0,05 Cu—originalna otopina fungicida Cuprablau Z 35 WG, 10x Cu-
otopina koja je deset puta razrjedenija od originalne, 100x Cu-otopina koja je sto puta
razrjedenija od originalne, 1000x Cu-otopina koja je tisu¢u puta razrjedenija od originalne)
snimljeni a) NIR spektrometrom NIR-128-1.7-USB/6.25/50 ym za raspon A = 904 — 1699 nm,
b) NIR spektrometrom (AvaSpec-NIR256-2.5-HSC-EVO, Avantes, SAD) za raspon A = 1000
— 2500 nm c) prijenosnim NIR spektrometrom (NIR-M-R2, InnoSpectra, Tajvan) za raspon

valnih duljina A = 900 — 1450 nm
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Slika 21. Izvorni NIR spektri netretiranih i kontaminiranih jabuka s pesticidom Chromosul
80 za sedmi dan (0,3 Ch-originalna suspenzija fungicida Chromosul 80, 10x Ch-
suspenzija koja je deset puta razrjedenija od originalne, 100x Ch-suspenzija koja je sto
puta razrjedenija od originalne, 1000x Ch-suspenzija koja je tisu¢u puta razrjedenija od
originalne) snimljeni a) NIR spektrometrom NIR-128-1.7-USB/6.25/50 um za raspon A =
904 — 1699 nm, b) NIR spektrometrom (AvaSpec-NIR256-2.5-HSC-EVO, Avantes, SAD)
za raspon A = 1000 — 2500 nm c) prijenosnim NIR spektrometrom (NIR-M-R2,
InnoSpectra, Tajvan) za raspon valnih duljina A = 900 — 1450 nm
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Slika 22. Izvorni NIR spektri netretiranih i kontaminiranih jabuka s pesticidom Cuprablau Z
35 WG za sedmi dan (0,05 Cu—originalna otopina fungicida Cuprablau Z 35 WG, 10x Cu-
otopina koja je deset puta razrjedenija od originalne, 100x Cu-otopina koja je sto puta
razrjedenija od originalne, 1000x Cu-otopina koja je tisu¢u puta razrjedenija od originalne)
snimljeni a) NIR spektrometrom NIR-128-1.7-USB/6.25/50 ym za raspon A = 904 — 1699 nm,
b) NIR spektrometrom (AvaSpec-NIR256-2.5-HSC-EVO, Avantes, SAD) za raspon A = 1000
— 2500 nm c) prijenosnim NIR spektrometrom (NIR-M-R2, InnoSpectra, Tajvan) za raspon
valnih duljina A = 900 — 1450 nm

49



900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700
A/nm

10x Ch ====]100xCh ===—=1000xCh =====0,3Ch ===Netretirana

1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400

A/nm
0,3Ch 1000x Ch 100x Ch -10x Ch MNetretirana

1,6
1,4 c)
1,2

1

08

0,6 g
04 N
0,2

0

900 1000 1100 1200 1300 1400
A/nm
Netretirana 10xCh =—100xCh =——1000xCh =—0,3Ch

Slika 23. Izvorni NIR spektri netretiranih i kontaminiranih jabuka s pesticidom Chromosul 80
za jedanaesti dan (0,3 Ch—originalna suspenzija fungicida Chromosul 80, 10x Ch-suspenzija
koja je deset puta razrjedenija od originalne, 100x Ch-suspenzija koja je sto puta razrjedenija
od originalne, 1000x Ch-suspenzija koja je tisucu puta razrjedenija od originalne) snimljeni a)
NIR spektrometrom NIR-128-1.7-USB/6.25/50 ym za raspon A = 904 — 1699 nm, b) NIR
spektrometrom (AvaSpec-NIR256-2.5-HSC-EVO, Avantes, SAD) za raspon A = 1000 — 2500
nm c) prijenosnim NIR spektrometrom (NIR-M-R2, InnoSpectra, Tajvan) za raspon valnih

duljina A = 900 — 1450 nm
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Slika 24. 1zvorni NIR spektri netretiranih i kontaminiranih jabuka s pesticidom Cuprablau
Z 35 WG za jedanaesti dan (0,05 Cu—originalna otopina fungicida Cuprablau Z 35 WG,
10x Cu-otopina koja je deset puta razrjedenija od originalne, 100x Cu-otopina koja je sto
puta razrjedenija od originalne, 1000x Cu-otopina koja je tisuéu puta razrjedenija od
originalne) snimljeni a) NIR spektrometrom NIR-128-1.7-USB/6.25/50 um za raspon A =
904 — 1699 nm, b) NIR spektrometrom (AvaSpec-NIR256-2.5-HSC-EVO, Avantes, SAD)
za raspon A = 1000 — 2500 nm c) prijenosnim NIR spektrometrom (NIR-M-R2,
InnoSpectra, Tajvan) za raspon valnih duljina A = 900 — 1450 nm
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Slika 25. Izvorni NIR spektri netretiranih i kontaminiranih jabuka s pesticidom Chromosul 80

za dvanaesti dan (0,3 Ch—originalna suspenzija fungicida Chromosul 80, 10x Ch-suspenzija

koja je deset puta razrjedenija od originalne, 100x Ch-suspenzija koja je sto puta razrjedenija

od originalne, 1000x Ch-suspenzija koja je tisu€u puta razrjedenija od originalne) snimljeni a)
NIR spektrometrom NIR-128-1.7-USB/6.25/50 ym za raspon A = 904 — 1699 nm, b) NIR

spektrometrom (AvaSpec-NIR256-2.5-HSC-EVO, Avantes, SAD) za raspon A = 1000 — 2500
nm c) prijenosnim NIR spektrometrom (NIR-M-R2, InnoSpectra, Tajvan) za raspon valnih

duljina A = 900 — 1450 nm
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Slika 26. lzvorni NIR spektri netretiranih i kontaminiranih jabuka s pesticidom Cuprablau Z
35 WG za dvanaesti dan (0,05 Cu—originalna otopina fungicida Cuprablau Z 35 WG, 10x Cu-
otopina koja je deset puta razrjedenija od originalne, 100x Cu-otopina koja je sto puta
razrjedenija od originalne, 1000x Cu-otopina koja je tisu¢u puta razrjedenija od originalne)
snimljeni a) NIR spektrometrom NIR-128-1.7-USB/6.25/50 ym za raspon A = 904 — 1699 nm,
b) NIR spektrometrom (AvaSpec-NIR256-2.5-HSC-EVO, Avantes, SAD) za raspon A = 1000
— 2500 nm c) prijenosnim NIR spektrometrom (NIR-M-R2, InnoSpectra, Tajvan) za raspon
valnih duljina A = 900 — 1450 nm
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Slika 27. Izvorni NIR spektri netretiranih i kontaminiranih jabuka s pesticidom Chromosul 80
za trinaesti dan (0,3 Ch-originalna suspenzija fungicida Chromosul 80, 10x Ch-suspenzija
koja je deset puta razrjedenija od originalne, 100x Ch-suspenzija koja je sto puta razriedenija
od originalne, 1000x Ch-suspenzija koja je tisucu puta razrjedenija od originalne) snimljeni a)
NIR spektrometrom NIR-128-1.7-USB/6.25/50 ym za raspon A = 904 — 1699 nm, b) NIR
spektrometrom (AvaSpec-NIR256-2.5-HSC-EVO, Avantes, SAD) za raspon A = 1000 — 2500
nm c) prijenosnim NIR spektrometrom (NIR-M-R2, InnoSpectra, Tajvan) za raspon valnih

duljina A = 900 — 1450 nm
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Slika 28. lzvorni NIR spektri netretiranih i kontaminiranih jabuka s pesticidom Cuprablau Z
35 WG za trinaesti dan (0,05 Cu—originalna otopina fungicida Cuprablau Z 35 WG, 10x Cu-
otopina koja je deset puta razrjedenija od originalne, 100x Cu-otopina koja je sto puta
razrjedenija od originalne, 1000x Cu-otopina koja je tisu¢u puta razrjedenija od originalne)
snimljeni a) NIR spektrometrom NIR-128-1.7-USB/6.25/50 ym za raspon A = 904 — 1699 nm,
b) NIR spektrometrom (AvaSpec-NIR256-2.5-HSC-EVO, Avantes, SAD) za raspon A = 1000
— 2500 nm c) prijenosnim NIR spektrometrom (NIR-M-R2, InnoSpectra, Tajvan) za raspon
valnih duljina A = 900 — 1450 nm
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Slika 29. Izvorni NIR spektri netretiranih i kontaminiranih jabuka s pesticidom Chromosul 80
za osamnaesti dan (0,3 Ch—originalna suspenzija fungicida Chromosul 80, 10x Ch-
suspenzija koja je deset puta razrjedenija od originalne, 100x Ch-suspenzija koja je sto puta
razrjedenija od originalne, 1000x Ch-suspenzija koja je tisu¢u puta razrjedenija od originalne)
snimljeni a) NIR spektrometrom NIR-128-1.7-USB/6.25/50 ym za raspon A = 904 — 1699 nm,
b) NIR spektrometrom (AvaSpec-NIR256-2.5-HSC-EVO, Avantes, SAD) za raspon A = 1000
— 2500 nm c) prijenosnim NIR spektrometrom (NIR-M-R2, InnoSpectra, Tajvan) za raspon

valnih duljina A = 900 — 1450 nm
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Slika 30. lzvorni NIR spektri netretiranih i kontaminiranih jabuka s pesticidom Cuprablau Z
35 WG za osamnaesti dan (0,05 Cu—originalna otopina fungicida Cuprablau Z 35 WG, 10x
Cu-otopina koja je deset puta razrjedenija od originalne, 100x Cu-otopina koja je sto puta
razrjedenija od originalne, 1000x Cu-otopina koja je tisu¢u puta razrjedenija od originalne)
snimljeni a) NIR spektrometrom NIR-128-1.7-USB/6.25/50 ym za raspon A = 904 — 1699 nm,
b) NIR spektrometrom (AvaSpec-NIR256-2.5-HSC-EVO, Avantes, SAD) za raspon A = 1000
— 2500 nm c) prijenosnim NIR spektrometrom (NIR-M-R2, InnoSpectra, Tajvan) za raspon
valnih duljina A = 900 — 1450 nm
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Slika 31. Izvorni NIR spektri netretiranih i kontaminiranih jabuka s pesticidom Chromosul 80
3 Ch—originalna suspenzija fungicida Chromosul 80, 10x Ch-suspenzija
koja je deset puta razrjedenija od originalne, 100x Ch-suspenzija koja je sto puta razrjedenija
Ch-suspenzija koja je tisucu puta razrjedenija od originalne) snimljeni a)
NIR spektrometrom NIR-128-1.7-USB/6.25/50 ym za raspon A = 904 — 1699 nm, b) NIR
spektrometrom (AvaSpec-NIR256-2.5-HSC-EVO, Avantes, SAD) za raspon A = 1000 — 2500
nm c) prijenosnim NIR spektrometrom (NIR-M-R2, InnoSpectra, Tajvan) za raspon valnih

za dvadeseti dan (0,

od originalne, 1000x

duljina A = 900 — 1450 nm
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Slika 32. lzvorni NIR spektri netretiranih i kontaminiranih jabuka s pesticidom Cuprablau Z
35 WG za dvadeseti dan (0,05 Cu—originalna otopina fungicida Cuprablau Z 35 WG, 10x Cu-
otopina koja je deset puta razrjedenija od originalne, 100x Cu-otopina koja je sto puta
razrjedenija od originalne, 1000x Cu-otopina koja je tisu¢u puta razrjedenija od originalne)
snimljeni a) NIR spektrometrom NIR-128-1.7-USB/6.25/50 ym za raspon A = 904 — 1699 nm,
b) NIR spektrometrom (AvaSpec-NIR256-2.5-HSC-EVO, Avantes, SAD) za raspon A = 1000
— 2500 nm c) prijenosnim NIR spektrometrom (NIR-M-R2, InnoSpectra, Tajvan) za raspon
valnih duljina A = 900 — 1450 nm
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Na slikama od 13 — 32 prikazani su NIR spektri jabuka (kontrolnih odn. netretiranih uzoraka,
uzoraka kontaminiranih tj. prskanih originalnim otopinama/suspenzijama fungicida i uzoraka
kontaminiranih tj. prskanih 10x, 100x i 1000x razrijedenim originalnim otopinama/suspenzija
fungicida Chromosul 80 i Cuprablaz Z 35 WG). Slike 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29i 31
odnose se na uzorke jabuka tretirane fungicidom Chromosul 80 i njegovim razrjedenjima (10x,
100x, 1000x). Jabuke su snimane pomocu dva stolna i jednim prijenosnim NIR instrumentom
tijekom istrazivanog perioda. |z prilozenih slika, vidljivo je kako se NIR spektri, snimani pomocu
sva tri NIR spektrometra, uglavnom preklapaju duz &itavog spektra valnih duljina tijekom
istraZivanog vremenskog perioda. Na slici 13 (nulti dan) prikazani su NIR spektri jabuka
kontaminiranih sa originalnim suspenzijama pesticida Chromosul 80 i njegovih razriedenja
(10x, 100x, 1000x), kao i NIR spektri kontrolnih uzoraka. 1z NIR spektara snimanih NIR
spektrometrom NIR-128-1.7-USB/6.25/50 um (slika 13a) vidi se kako se spektri preklapaju.
Takav trend uglavnom pokazuju i NIR spektri snimani NIR spektrometrom AvaSpec-NIR256-
2.5-HSC-EVO (slika 13b) kao i NIR spektri snimani prijenosnim NIR spektrometrom NIR-M-R2,
(slika 13c). Do znatnog skoka apsorbancije doslo je u rasponu valnih duljina od 1400 nm do
1600 nm gdje se pojavljuju vibracije N-H veze u prvom overtonu i O-H veze u prvom overtonu

8to sugerira na prisutnost vode u istraZivanim uzorcima (slika 13).

Pri valnim duljinama od 900 — 925 nm (slika 13a) takoder dolazi do poveéanja apsorbancije
Sto se objasnjava vibracijama C-H veze u tre¢em overtonu te vibracijama O-H veze u drugom
overtonu (Klapan, 2022). Sa slika je vidljivo kako uzorak kontaminiran originalnom
suspenzijom pesticida Chromosul 80 uglavhom pokazuje najviSu apsorbanciju (Sto je i
oCekivano), iako je to na nekim grafovima tesko uocljivo buduci da su vrpce preklopljene, ali

dovoljno jasne kako bi se mogla provesti kvalitativha analiza.

Slike 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32 odnose se na uzorke jabuka tretirane fungicidom
Cuprablau Z 35 WG i njegovim razrijedenjima (10x, 100x i 1000x). Jabuke su snimane pomocu
dva stolna i jednim prijenosnim NIR instrumentom tijekom trotjednog perioda. Tu se, kao i u
slu¢aju Chromosula, vrpce uglavnom preklapaju. Na slici 14 (koja predstavlja nulti dan tj. dan
kada su jabuke tretirane fungicidima) vidi se da se apsorbancija uzorka koiji je kontaminiran sa
originalnom otopinom fungicida (0,05 Cu) izdvaja od ostalih uzoraka. Sedmi dan kontaminacije
dolazi do promjene odn. razlike u apsorbancijama uzoraka sve su teze vidljive golim okom
(slika 22). lako originalna otopina fungicida tijekom trotjednog perioda u vecini slu€aja
pokazuje veéu apsorbanciju (NIR spektri snimani primjenom sva tri NIR spektrometra), uzorci
kontaminirani sa 1000x razrjedenom otopinom fungicida (prijenosni NIR spektrometar)
pokazuju vecu vrijednost apsorbancije dvadeseti dan snimanja (slika 32b), kao i kontrolni

uzorak (netretirana jabuka) (slika 32c).
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Na slikama 13 — 32 prikazani izvorni NIR spektri jabuka kontaminiranih istrazivanim
fungicidima (0,3 Ch i 0,05 Cu) i kontrolni uzorci uglavnom slijede isti trend tijekom istrazivanog
vremenskog perioda. NIR spektri snimani NIR spektrometrom AvaSpec-NIR256-2.5-HSC-
EVO pokazuju skok u apsorbanciji u rasponu valnih duljina od 1800 nm do 2200 nm. Takoder
NIR spektri snimani spektrometrom AvaSpec-NIR256-2.5-HSC-EVO pokazuju razlike u
vrijednostima apsorbancije snimanih uzoraka te su, u odnosu na NIR spektre snimane
preostalim dvama instrumentima, Sumoviti $to moze ukazivati na osjetljivost instrumenta

prilikom mjerenja odn. otezati kvalitativnu identifikaciju fungicida.

4.4. ANALIZA GLAVNIH KOMPONENATA

Rezultati koji su dobiveni snimanjem netretiranih (kontrolnih) jabuka i jabuka prskanih
(tretiranim) odgovaraju¢im koncentracijama suspenzija/otopina fungicida Chromosul 80 i
Cuprablau Z 35 WG, pomocu tri NIR instrumenta obradeni su analizom glavnih komponenata
(engl. Principal Component Analysis, PCA). PCA se Kkoristila s ciliem reduciranja
dimenzionalnosti skupa NIR spektralnih podataka (kod multidimenzionalnih podataka tesko je
uociti sli¢nosti i razlike medu podacima) (Jollife i Cadima, 2016). Cilj PCA analize je prikazati
slicnosti odn. razlike izmedu netretiranih i jabuka tretiranih razliitim koncentracijama

istrazivanih fungicida.
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Slika 33. Analiza glavnih komponenata (PCA) izvornih NIR spektara jabuka tretiranih
originalnom koncentracijom (Cu_0,05), 10 puta razrijedenom koncentracijom (Cu_10x), 100
puta razrijedenom koncentracijom (Cu_100x) te 1000 puta razrijedenom koncentracijom
(Cu_1000x) pesticida Cuprablau Z 35 WG te netretiranih (kontrola) jabuka nulti dan: a)
snimano NIR spektrometrom NIR-128-1.7-USB/6.25/50 ym (A = 904 — 1699 nm), b) NIR
spektrometrom (AvaSpec-NIR256-2.5-HSC-EVO, Avantes, SAD) (A = 1000 — 2500 nm), c)
snimano prijenosnim NIR spektrometrom (NIR-M-R2, InnoSpectra, Tajvan) (A = 900 — 1450
nm)

PCA analizom iz podataka koji su dobiveni NIR spektroskopijom za netretirane (kontrolne) i
jabuke prskane (tretirane) odgovaraju¢im koncentracijama otopine fungicida Cuprablau Z 35
WG za nulti dan na slici 33 je vidljivo je razdvajanje netretiranih jabuka (kontrola) od jabuka
koje su tretirane odgovaraju¢im koncentracijama otopine fungicida Cuprablau Z 35 WG. Slika
33a prikazuje grupiranje uzoraka jabuka tretiranih koncentracijama fungicida Cu_2100x,
Cu_1000x u prvi kvadrant, uzorak jabuke tretiran s koncentracijom Cu_10x smjestio se u drugi
kvadrant, uzorak jabuke tretiran s originalnom otopinom (Cu 0,05) smjestio se u treéi a kontrolni
uzorak (netretirana jabuka) u Cetvrti kvadrant. Faktor 1 objasSnjava 78,97 % svih interakcija u
promatranom skupu podataka dok Faktor 2 doprinosi sa 16,41 % pojasSnjenja varijanci u
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promatranom skupu podataka odnosno ukupno se moze objasniti 95,38 % svih varijanci u
promatranom skupu podataka. Slika 33b prikazuje grupiranje uzoraka jabuke tretranih s
originalnom otopinom Cu 0,05 i njegovih odgovarajuc¢ih razrjedenja u prvom i drugom
kvadrantu dok se kontrolni uzorak smjestio u tre¢i kvadrant. Faktor 1 objasnjava 76,62 % svih
interakcija u promatranom skupu podataka dok Faktor 2 doprinosi sa 20,90 % pojasnjenja
varijanci u promatranom skupu podataka odnosno ukupno se moze objasniti 97,52 % svih
varijanci u promatranom skupu podataka. Slika 33c prikazuje kontrolni uzorak (netretirana
jabuka) smjesten u drugom kvadrantu dok se uzorak jabuke tretiran originalnom otopinom (Cu
0,05) smjestio u Eetvrtom kvadrantu. Ostali uzorci razmjesteni su u prvom, drugom i treéem
kvadrantu. Faktor 1 objasnjava 87,91 % svih interakcija u promatranom skupu podataka dok
Faktor 2 doprinosi sa 8,54 % pojasnjenja varijanci u promatranom skupu podataka odnosno

ukupno se moze objasniti 96,45 % svih varijanci u promatranom skupu podataka.

Sto se tite Chromosul-a 80 (prilog 1), PCA analizom takoder je vidljivo razdvajanje netretiranih
jabuka (kontrola) od jabuka koje su tretirane odgovarajuéim koncentracijama istrazivanog
fungicida. Prilog 1la prikazuje grupiranje uzoraka jabuka tretiranih koncentracijama fungicida
Ch_100x, Ch_1000x u cetvrti kvadrant, uzorak jabuke tretiran s koncentracijom Ch_10x
smjestio se u drugi kvadrant, uzorak jabuke tretiran s originalnom suspenzijom (Ch 0,3)
smjestio se u prvi, a kontrolni uzorak (netretirana jabuka) u treéi kvadrant. Faktor 1 objadnjava
95,49 % svih interakcija u promatranom skupu podataka dok Faktor 2 doprinosi sa 4,01 %
pojasnjenja varijanci u promatranom skupu podataka odnosno ukupno se moze objasniti 99,5
% svih varijanci u promatranom skupu podataka. Prilog 1b prikazuje grupiranje uzoraka jabuka
tretiranih s originalnom suspenzijom Ch 0,3 sa uzorcima jabuka tretiranih sa 100x razrjedenom
suspenzijom fungicida u prvi kvadrant. Kontrolni uzorak smjestio u treé¢i kvadrant, a ostatak
uzoraka u drugi. Faktor 1 objasnjava 83,19 % svih interakcija u promatranom skupu podataka
dok Faktor 2 doprinosi sa 16,23 % pojasnjenja varijanci u promatranom skupu podataka
odnosno ukupno se moze objasniti 99,44 % svih varijanci u promatranom skupu podataka.
Prilog 1c prikazuje kontrolni uzorak (netretirana jabuka) smjesten u Cetvrtom kvadrantu dok se
uzorak jabuke tretiran originalnom suspenzijom (Ch 0,3) smjestio u prvi kvadrant zajedno sa
uzorcima jabuka koji su tretirani sa 100x razrijedenom originalnom suspenzijom fungicida.
Ostatak je smjeSten u drugi kvadrant. Faktor 1 objasnjava 91,34 % svih interakcija u
promatranom skupu podataka dok Faktor 2 doprinosi sa 4,58 % pojasnjenja varijanci u
promatranom skupu podataka odnosno ukupno se moze objasniti 95,92 % svih varijanci u

promatranom skupu podataka.

Prilozi 2 — 19 prikazuju PCA analizu izvornih NIR spektara jabuka tretiranih (prskanih)
odgovaraju¢im koncentracijama fungicida 0,5 Cu i 0,03 Ch i kontrolnih (netretiranih) jabuka
treci, Cetvrti, Sesti, sedmi, jedanaesti, dvanaesti, trinaesti, osamnaesti i dvadeseti dan.
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Kod analize uzoraka koji su snimani tre¢i dan (prilozi 2a,b i 3a,b) PCA analiza uspjesno je
razdvojila kontrolni uzorak (netretirana jabuka) od tretiranih. PCA analizom izvornih NIR
spektara snimljenih prijenosnim NIR spektrometrom, kontrolni uzorak i uzorak tretiran
originalnom otopinom Cu 0,05 pozicionirani su u Cetvrtom kvadrantu (Prilog 2c), dok je u
slu¢aju tretiranja jabuka fungicidom Ch 0,3 uspjeSno razdvojila kontrolni uzorak od tretiranih

jabuka (Prilog 3c).

Prilozi 5, 6, 8, 11, 13, 15, 16, 17, 18 i 19 prikazuju uspje$no razdvajanje uzoraka jabuka
tretiranih fungicidima Chromosul 80 i Cuprablau Z 35 WG od kontrolnog uzorka na temelju NIR
spektara snimljenih primjenom sva tri NIR spektrometra. Moze se zakljuciti kako je uspjesnije
razdvajanje postignuto za uzorke tretirane fungicidom Chromosul 80 (0,3 Ch) i njegovim

odgovarajuc¢im razrjedenjima.

Iz priloga 18 vidljivo je kako su se uzorci tretirani 0,5 Cu pozicionirali u treci ili u Cetvrti kvadrant
(prilog 18), a uzorci kontaminirani 0,03 Ch smjesteni su u prvi, odnosno Cetvrti kvadrant (Prilog
19). Kontrolni uzorci pozicionirani su u treci ili Cetvrti kvadrant (Prilog 18, Prilog 19). Takoder
je, na kraju istraZivanog vremenskog perioda vidljivo kako je PCA analiza uspjesno razdvojila

jabuke tretirane istrazivanim fungicidima od kontrolnih (netretiranih) jabuka.

U istrazivanju koje su proveli Martino i sur. (2021) na uzorcima koji su kontaminirani sa Sest
razli€itih vrsta pesticida, PCA analiza uspjesno ih je razdvojila po skupinama, kao i kontrolnu
grupu, te su autori dokazali vaznost i praktiCnost ove statisticke metode. PCA analizu u svom
su istrazivanju primijenili Marcolin i sur. (2021) Sest uzoraka meda iz Brazila testirano je na
ostatke 103 pesticida QUEChERS metodom, ali nijedan od uzoraka u konacnici nije sadrzavao
pesticide. Medutim, PCA analizom uzorci meda grupirani su prema nekim fizikalno — kemijskim
karakteristikama kao $to su vlaga, kiselost, koncentracija reducirajuc¢ih Secera i saharoze, a
posliedi€no prema tim karakteristikama uzorci su grupirani po geografskom podrijetlu, ¢ak i

godiSnjem dobu kada je med proizveden.
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. ZAKLJUCCI

Eksperimentalno izmjerene vrijednosti ukupnih otopljenih tvari i vodljivosti za
suspenzije/otopine fungicida Chromosul 80 i Cuprablau Z 35 WG uglavhom su
pokazivale padajuéi trend kako se smanjivala koncentracija fungicida. Najveée
promjene boje (AE) zabiljezene su kod suspenzija fungicida Chromosul 80 razrijedene
trideset puta, sedamdeset puta i devedeset puta i otopina fungicida Cuprablau Z 35

WG razrijedene sto puta, stopedest puta i tisu¢u puta.

PCA analiza uzoraka originalnih suspenzija/otopina istrazivanih fungicida kao i njihovih
odgovarajucih razrjedenja uspjesno je razdvojila uzorke originalnih otopine fungicida
Chromosul 80 i Cuprablau Z 35 WG od njihovih odgovarajucih razriedenja, na temelju
NIR spektara snimljenih u rasponu valnih duljina A = 904 — 1699 nm te A = 1000 — 2500
nm. Analiza glavnih komponenata pokazala se najuspjednijom koriste¢i podatke
dobivene NIR spektrometrom za raspon A = 904 — 1699 nm.

Primjenom PLS modela utvrdeno je da postoji linearna zavisnost NIR spektara
(snimljenih NIR spektrometrom u rasponu A = 904 — 1699 nm) izmedu TDS-a i
vodljivosti za oba fungicida (Chromosul 80 i Cuprablau Z 35 WG). Utvrdena je slabija
primjenjivost PLS modela za opisivanje eksperimentalno dobivenih AE vrijednosti (R?
< 0,82 za Chromosul 80. Primjenom PLS modela utvrdeno je da postoji linearna
zavisnost NIR spektara (snimljenih NIR spektrometrom u rasponu A = 1000 — 1900 nm)
izmedu TDS-a i vodljivosti za oba fungicida. PLS modeli pokazali su slabiju
primjenjivost modela za opisivanje eksperimentalno dobivenih AE vrijednosti (R?

<0,92), dok se za fungicid Chromosul 80 PLS model nije mogao razviti.

lako se vrpce NIR spektara (snimljenih NIR spektrometrima u rasponu A = 904 — 1699
nm, A=1000 — 2500 nm, A = 900 — 1450 nm) medusobno preklapaju (pogotovo nakon
7. dana od tretiranja istrazivanim fungicidima) ipak mozZe se uociti razlika u
apsorbancijama tretiranih (prskanih) jabuka i kontrolnih (netretiranih uzoraka jabuka).
Najuodljivije razlike medu apsorpcijskim vrpcama jabuka tretiranih istrazivanim
fungicidima i kontrolnih (netretiranih) uzoraka vidljive su u podrucju valnih duljina A =
1000 — 2500 nm. Takoder, na temelju NIR spektara snimljenih u rasponu A = 904 —
1699 nm, A = 1000 — 2500 nm te A = 900 — 1450 nm PCA analiza kvalitetno je razdvojila
uzorke tretiranih od netretiranih jabuka tijekom istrazivanog vremenskog perioda sto
dokazuje da se NIR spektroskopija u kombinaciji sa PCA analizom moze primijeniti za

uoCavanije sli¢nosti, odnosno razlika izmedu tretiranih i netretiranih jabuka.
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Prilog 1. Analiza glavnih komponenata (PCA) izvornih NIR spektara jabuka tretiranih
originalnom koncentracijom (Ch 0,3), 10 puta razrijedenom koncentracijom (Ch_10x), 100
puta razrijedenom koncentracijom (Ch_100x) te 1000 puta razrijedenom koncentracijom
(Ch_1000x) fungicida Chromosul 80 te netretiranih (kontrola) jabuka nulti dan: a) snimano
NIR spektrometrom NIR-128-1.7-USB/6.25/50 ym (A = 904 — 1699 nm), b) NIR
spektrometrom (AvaSpec-NIR256-2.5-HSC-EVO, Avantes, SAD) (A = 1000 — 2500 nm), c)
snimano prijenosnim NIR spektrometrom (NIR-M-R2, InnoSpectra, Tajvan) (A = 900 — 1450

nm
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Prilog 2. Analiza glavnih komponenata (PCA) izvornih NIR spektara jabuka tretiranih
originalnom koncentracijom (Cu_0,05), 10 puta razrijedenim koncentracijama (Cu_10x), 100
puta razrijedenim koncentracijama (Cu_100x) te 1000 puta razrijedenim koncentracijama
(Cu_1000x) fungicida Cuprablau Z 35 WG te netretiranih (kontrola) jabuka treci dan: a)
snimano NIR spektrometrom NIR-128-1.7-USB/6.25/50 ym (A = 904 — 1699 nm), b) NIR
spektrometrom (AvaSpec-NIR256-2.5-HSC-EVO, Avantes, SAD) (A = 1000 — 2500 nm), c)
snimano prijenosnim NIR spektrometrom (NIR-M-R2, InnoSpectra, Tajvan) (A = 900 — 1450
nm)
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Prilog 3. Analiza glavnih komponenata (PCA) izvornih NIR spektara jabuka tretiranih
originalnom koncentracijom (Ch 0,3), 10 puta razrijedenim koncentracijama (Ch_10x), 100
puta razrijedenim koncentracijama (Cu_100x) te 1000 puta razrijedenim koncentracijama
(Ch_1000x) fungicida Chromosul 80 te netretiranih (kontrola) jabuka treci dan: a) snimano

NIR spektrometrom NIR-128-1.7-USB/6.25/50 uym (A = 904 — 1699 nm), b) NIR
spektrometrom (AvaSpec-NIR256-2.5-HSC-EVO, Avantes, SAD) (A = 1000 — 2500 nm), c)
snimano prijenosnim NIR spektrometrom (NIR-M-R2, InnoSpectra, Tajvan) (A = 900 — 1450

nm)
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Prilog 4. Analiza glavnih komponenata (PCA) izvornih NIR spektara jabuka tretiranih
originalnom koncentracijom (Cu_0,05), 10 puta razrijedenim koncentracijama (Cu_10x), 100
puta razrijedenim koncentracijama (Cu_100x) te 1000 puta razrijedenim koncentracijama
(Cu_1000x) fungicida Cuprablau Z 35 WG te netretiranih (kontrola) jabuka Cetvrti dan: a)
snimano NIR spektrometrom NIR-128-1.7-USB/6.25/50 ym (A = 904 — 1699 nm), b) NIR
spektrometrom (AvaSpec-NIR256-2.5-HSC-EVO, Avantes, SAD) (A = 1000 — 2500 nm), c)
snimano prijenosnim NIR spektrometrom (NIR-M-R2, InnoSpectra, Tajvan) (A = 900 — 1450

nm)
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Prilog 5. Analiza glavnih komponenata (PCA) izvornih NIR spektara jabuka tretiranih
originalnom koncentracijom (Ch 0,3), 10 puta razrijedenim koncentracijama (Ch_10x), 100
puta razrijedenim koncentracijama (Ch_100x) te 1000 puta razrijedenim koncentracijama

(Ch_1000x) fungicida Chromosul 80 te netretiranih (kontrola) jabuka Cetvrti dan: a) snimano
NIR spektrometrom NIR-128-1.7-USB/6.25/50 uym (A = 904 — 1699 nm), b) NIR
spektrometrom (AvaSpec-NIR256-2.5-HSC-EVO, Avantes, SAD) (A = 1000 — 2500 nm), c)
snimano prijenosnim NIR spektrometrom (NIR-M-R2, InnoSpectra, Tajvan) (A = 900 — 1450

nm)
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Prilog 6. Analiza glavnih komponenata (PCA) izvornih NIR spektara jabuka tretiranih
originalnom koncentracijom (Cu_0,05), 10 puta razrijedenim koncentracijama (Cu_10x), 100
puta razrijedenim koncentracijama (Cu_100x) te 1000 puta razrijedenim koncentracijama
(Cu_1000x) fungicida Cuprablau Z 35 WG te netretiranih (kontrola) jabuka Sesti dan: a)
snimano NIR spektrometrom NIR-128-1.7-USB/6.25/50 ym (A = 904 — 1699 nm), b) NIR
spektrometrom (AvaSpec-NIR256-2.5-HSC-EVO, Avantes, SAD) (A = 1000 — 2500 nm), c)
snimano prijenosnim NIR spektrometrom (NIR-M-R2, InnoSpectra, Tajvan) (A = 900 — 1450

nm)
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Prilog 7. Analiza glavnih komponenata (PCA) izvornih NIR spektara jabuka tretiranih
originalnom koncentracijom (Ch 0,3), 10 puta razrijedenim koncentracijama (Ch_10x), 100
puta razrijedenim koncentracijama (Ch_100x) te 1000 puta razrijedenim koncentracijama
(Ch_1000x) fungicida Chromosul 80 te netretiranih (kontrola) jabuka Sesti dan: a) snimano

NIR spektrometrom NIR-128-1.7-USB/6.25/50 uym (A = 904 — 1699 nm), b) NIR
spektrometrom (AvaSpec-NIR256-2.5-HSC-EVO, Avantes, SAD) (A = 1000 — 2500 nm), c)
snimano prijenosnim NIR spektrometrom (NIR-M-R2, InnoSpectra, Tajvan) (A = 900 — 1450

nm)
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Prilog 8. Analiza glavnih komponenata (PCA) izvornih NIR spektara jabuka tretiranih
originalnom koncentracijom (Cu_0,05), 10 puta razrijedenim koncentracijama (Cu_10x), 100
puta razrijedenim koncentracijama (Cu_100x) te 1000 puta razrijedenim koncentracijama
(Cu_1000x) fungicida Cuprablau Z 35 WG te netretiranih (kontrola) jabuka sedmi dan: a)
snimano NIR spektrometrom NIR-128-1.7-USB/6.25/50 ym (A = 904 — 1699 nm), b) NIR
spektrometrom (AvaSpec-NIR256-2.5-HSC-EVO, Avantes, SAD) (A = 1000 — 2500 nm), c)
snimano prijenosnim NIR spektrometrom (NIR-M-R2, InnoSpectra, Tajvan) (A = 900 — 1450
nm)
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Prilog 9. Analiza glavnih komponenata (PCA) izvornih NIR spektara jabuka tretiranih
originalnom koncentracijom (Ch 0,3), 10 puta razrijedenim koncentracijama (Ch_10x), 100
puta razrijedenim koncentracijama (Ch_100x) te 1000 puta razrijedenim koncentracijama

(Ch_1000x) fungicida Chromosul 80 te netretiranih (kontrola) jabuka sedmi dan: a) snimano
NIR spektrometrom NIR-128-1.7-USB/6.25/50 uym (A = 904 — 1699 nm), b) NIR
spektrometrom (AvaSpec-NIR256-2.5-HSC-EVO, Avantes, SAD) (A = 1000 — 2500 nm), c)
snimano prijenosnim NIR spektrometrom (NIR-M-R2, InnoSpectra, Tajvan) (A = 900 — 1450
nm)
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Prilog 10. Analiza glavnih komponenata (PCA) izvornih NIR spektara jabuka tretiranih
originalnom koncentracijom (Cu_0,05), 10 puta razrijedenim koncentracijama (Cu_10x), 100
puta razrijedenim koncentracijama (Cu_100x) te 1000 puta razrijedenim koncentracijama
(Cu_1000x) fungicida Cuprablau Z 35 WG te netretiranih (kontrola) jabuka jedanaesti dan: a)
snimano NIR spektrometrom NIR-128-1.7-USB/6.25/50 ym (A = 904 — 1699 nm), b) NIR
spektrometrom (AvaSpec-NIR256-2.5-HSC-EVO, Avantes, SAD) (A = 1000 — 2500 nm), c)
snimano prijenosnim NIR spektrometrom (NIR-M-R2, InnoSpectra, Tajvan) (A = 900 — 1450
nm)
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Prilog 11. Analiza glavnih komponenata (PCA) izvornih NIR spektara jabuka tretiranih
originalnom koncentracijom (Ch 0,3), 10 puta razrijedenim koncentracijama (Ch_10x), 100
puta razrijedenim koncentracijama (Ch_100x) te 1000 puta razrijedenim koncentracijama
(Ch_1000x) fungicida Chromosul 80 te netretiranih (kontrola) jabuka jedanaesti dan: a)
snimano NIR spektrometrom NIR-128-1.7-USB/6.25/50 ym (A = 904 — 1699 nm), b) NIR
spektrometrom (AvaSpec-NIR256-2.5-HSC-EVO, Avantes, SAD) (A = 1000 — 2500 nm), c)
snimano prijenosnim NIR spektrometrom (NIR-M-R2, InnoSpectra, Tajvan) (A = 900 — 1450

nm)
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Prilog 12. Analiza glavnih komponenata (PCA) izvornih NIR spektara jabuka tretiranih
originalnom koncentracijom (Cu_0,05), 10 puta razrijedenim koncentracijama (Cu_10x), 100
puta razrijedenim koncentracijama (Cu_100x) te 1000 puta razrijedenim koncentracijama
(Cu_1000x) fungicida Cuprablau Z 35 WG te netretiranih (kontrola) jabuka dvanaesti dan: a)
snimano NIR spektrometrom NIR-128-1.7-USB/6.25/50 ym (A = 904 — 1699 nm), b) NIR
spektrometrom (AvaSpec-NIR256-2.5-HSC-EVO, Avantes, SAD) (A = 1000 — 2500 nm), c)
snimano prijenosnim NIR spektrometrom (NIR-M-R2, InnoSpectra, Tajvan) (A = 900 — 1450
nm)
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Prilog 13. Analiza glavnih komponenata (PCA) izvornih NIR spektara jabuka tretiranih
originalnom koncentracijom (Ch 0,3), 10 puta razrijedenim koncentracijama (Ch_10x), 100
puta razrijedenim koncentracijama (Ch_100x) te 1000 puta razrijedenim koncentracijama
(Ch_1000x) fungicida Chromosul 80 te netretiranih (kontrola) jabuka dvanaesti dan: a)
snimano NIR spektrometrom NIR-128-1.7-USB/6.25/50 ym (A = 904 — 1699 nm), b) NIR
spektrometrom (AvaSpec-NIR256-2.5-HSC-EVO, Avantes, SAD) (A = 1000 — 2500 nm), c)

c) Fueor 1:8128%

snimano prijenosnim NIR spektrometrom (NIR-M-R2, InnoSpectra, Tajvan) (A = 900 — 1450

nm)
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Prilog 14. Analiza glavnih komponenata (PCA) izvornih NIR spektara jabuka tretiranih
originalnom koncentracijom (Cu_0,05), 10 puta razrijedenim koncentracijama (Cu_10x), 100
puta razrijedenim koncentracijama (Cu_100x) te 1000 puta razrijedenim koncentracijama
(Cu_1000x) fungicida Cuprablau Z 35 WG te netretiranih (kontrola) jabuka trinaesti dan: a)
snimano NIR spektrometrom NIR-128-1.7-USB/6.25/50 ym (A = 904 — 1699 nm), b) NIR
spektrometrom (AvaSpec-NIR256-2.5-HSC-EVO, Avantes, SAD) (A = 1000 — 2500 nm), c)
snimano prijenosnim NIR spektrometrom (NIR-M-R2, InnoSpectra, Tajvan) (A = 900 — 1450
nm)
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Prilog 15. Analiza glavnih komponenata (PCA) izvornih NIR spektara jabuka tretiranih
originalnom koncentracijom (Ch 0,3), 10 puta razrijedenim koncentracijama (Ch_10x), 100
puta razrijedenim koncentracijama (Ch_100x) te 1000 puta razrijedenim koncentracijama
(Ch_1000x) fungicida Chromosul 80 te netretiranih (kontrola) jabuka trinaesti dan: a)
snimano NIR spektrometrom NIR-128-1.7-USB/6.25/50 ym (A = 904 — 1699 nm), b) NIR
spektrometrom (AvaSpec-NIR256-2.5-HSC-EVO, Avantes, SAD) (A = 1000 — 2500 nm), c)
snimano prijenosnim NIR spektrometrom (NIR-M-R2, InnoSpectra, Tajvan) (A = 900 — 1450
nm)
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Prilog 16. Analiza glavnih komponenata (PCA) izvornih NIR spektara jabuka tretiranih
originalnom koncentracijom (Cu_0,05), 10 puta razrijedenim koncentracijama (Cu_10x), 100
puta razrijedenim koncentracijama (Cu_100x) te 1000 puta razrijedenim koncentracijama
(Cu_1000x) fungicida Cuprablau Z 35 WG te netretiranih (kontrola) jabuka osamnaesti dan:
a) snimano NIR spektrometrom NIR-128-1.7-USB/6.25/50 ym (A = 904 — 1699 nm), b) NIR
spektrometrom (AvaSpec-NIR256-2.5-HSC-EVO, Avantes, SAD) (A = 1000 — 2500 nm), c)
snimano prijenosnim NIR spektrometrom (NIR-M-R2, InnoSpectra, Tajvan) (A = 900 — 1450
nm)




15
cho3 :
a [}
2 Ch_100¢ !
10 2 |
15 E
10 | enos
# i
B Chl100x . '
w S o !
o~ (4 [l
& @ H
5 0 T B T T P T TP FHIL - PR PRSP YEU R YU SR Sp—.
¥ Ch_10x s
& ] 2
5 Ch_1000% % Cn_1000¢ on o
o
10
15 Wgﬂl-‘l hortrol
-10 *.
N 'l
40 30 20 10 0 10 2 30 40
Fakior1:73.2 % 15
a) 20 1 10 0 10 15
10 .
Faloor 1.6685%
| b)
8 I
I Ch_100x
| °
. H
< 1
!
!
]
F 3 1
o 2 ch10x i Ch_1000x
8 3 | a
o~ I
= 1
a0 o 1
3 kontola !
8 2 ° i
]
1
. i
o '
cho3
[ a
8 {
]
10 . .
20 15 10 5 0 5 10 15 20
C) Fakior 1:8026%

Prilog 17. Analiza glavnih komponenata (PCA) izvornih NIR spektara jabuka tretiranih
originalnom koncentracijom (Ch 0,3), 10 puta razrijedenim koncentracijama (Ch_10x), 100
puta razrijedenim koncentracijama (Ch_100x) te 1000 puta razrijedenim koncentracijama
(Ch_1000x) fungicida Chromosul 80 te netretiranih (kontrola) jabuka osamnaesti dan: a)
snimano NIR spektrometrom NIR-128-1.7-USB/6.25/50 ym (A = 904 — 1699 nm), b) NIR
spektrometrom (AvaSpec-NIR256-2.5-HSC-EVO, Avantes, SAD) (A = 1000 — 2500 nm), c)
snimano prijenosnim NIR spektrometrom (NIR-M-R2, InnoSpectra, Tajvan) (A = 900 — 1450

nm)
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Prilog 18. Analiza glavnih komponenata (PCA) izvornih NIR spektara jabuka tretiranih
originalnom koncentracijom (Cu_0,05), 10 puta razrijedenim koncentracijama (Cu_10x), 100
puta razrijedenim koncentracijama (Cu_100x) te 1000 puta razrijedenim koncentracijama
(Cu_1000x) fungicida Cuprablau Z 35 WG te netretiranih (kontrola) jabuka dvadeseti dan: a)
snimano NIR spektrometrom NIR-128-1.7-USB/6.25/50 ym (A = 904 — 1699 nm), b) NIR
spektrometrom (AvaSpec-NIR256-2.5-HSC-EVO, Avantes, SAD) (A = 1000 — 2500 nm), c)
snimano prijenosnim NIR spektrometrom (NIR-M-R2, InnoSpectra, Tajvan) (A = 900 — 1450
nm)
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Prilog 19. Analiza glavnih komponenata (PCA) izvornih NIR spektara jabuka tretiranih
originalnom koncentracijom (Ch 0,3), 10 puta razrijedenim koncentracijama (Ch_10x), 100
puta razrijedenim koncentracijama (Ch_100x) te 1000 puta razrijedenim koncentracijama

(Ch_1000x) fungicida Chromosul 80 te netretiranih (kontrola) jabuka dvadeseti dan: a)

snimano NIR spektrometrom NIR-128-1.7-USB/6.25/50 ym (A = 904 — 1699 nm), b) NIR

spektrometrom (AvaSpec-NIR256-2.5-HSC-EVO, Avantes, SAD) (A = 1000 — 2500 nm), c)

snimano prijenosnim NIR spektrometrom (NIR-M-R2, InnoSpectra, Tajvan) (A = 900 — 1450

nm)
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