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POVZETEK

IR spektroskopija je hitra in zanesljiva metodaniifé&kacije spojin, ki ne zahteva
dolgotrajne in zapletene priprave vzorca, zatoilm belo uporabno¢e bi s pomgjo IR
spektra znali dolati vrsto rastline. Omenjeno metodo bi tako lahkmorabljali tudi pri
kontroli kakovosti vstopnih materialov pri izdelguiipravkov rastlinskega izvora.

S transmisijsko IR spektroskopijo smo p¥ewvali 14 vrst vrbovcevHpilobium) in 7 vrst
krénic (Hypericum). Rastline smo uvegli v vrste na osnovi transmisijskih IR spektrov,
posnetih s celimi listi rastlin in s tabletami, &gmo jih izdelali iz teh listov in KBr.
Transmisijske IR spektre smo pred statisti analizo obdelali z razhimi metodami kot
so prvi in drugi odvod, normalizacija in njen podvod, prvi odvod skozi petdh, vakna
transformacija in njen prvi odvod, hitra Fouriegetransformacija ter glajenje Savitzky-
Golay. Pri uvr8anju rastlin v vrste smo proevali tudi vpliv Stevila meritev (tri in pet) in
povpr&evanje teh meritev na doost uvrg§anja. Za statistho analizo smo najprej
uporabili analizo variance za zmanjSanje Stevilaesenljivk, nato metodo glavnih
komponent, s katero smo dodatno zmanjSali Stepl@rsenljivk in odstranili njihovo
medsebojno korelacijo, ter diskriminantno analizo,katero smo na osnovi glavnih
komponent uvi&li rastline v vrste.

Na osnovi dobljenih odstotkov pravilno ugedih rastlin smo ugotovili, da je tehnika IR
spektrov celih listov dajala slabSe rezultate ingko za léevanje med vrstami rastlin
primernejSa tehnika s KBr tabletkami. BoljSe reatdtsmo dobili tudice smo v statistno
analizo vklj&ili ve¢ meritev istega osebka, ki smo te meritve povptii. S pove&anjem
Stevila meritev s tri na petdoosti uvr§anja nismo izboljSali. Za uspesSno uwasje rastlin

Vv pravo vrsto je nujno potrebna predobdelava doblja IR spektra. Kot najuspesnejsSa
metoda predobdelave se je prétkicah izkazala normalizacija, pri vrbovcih pa podvod
osnhovnega spektra, medtem ko so ostale metode ddgdiSe rezultate, ki pa so bili vseeno
boljSi v primerjavi z osnovnim spektrom.

Tehnika transmisijskih IR spektrov KBr tablet sepjekazala kot dokaj uspeSna metoda za
razlikovanje med vrstami roddypericum, predvsem po ustrezni predobdelavi spektra kot
so normalizacija in njen 1. odvod, 1. odvod skoz éh pet tdk. Za uvrganje rastlin v
vrste roduEpilobium omenjena tehnika ni bila dovolj dobra, predvsenadiapremajhnega
Stevila rastlin v posamezni vrsti, smo pa z vsemiadami dosegli \go tocnost uvrganja

Vv primerjavi z osnovnim spektrom.
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ABSTRACT

Infrared spectroscopy (IR) is a fast and reliablethrad for the identification of various
compounds. Because of the short and simple prepamit samples for IR spectroscopy, it
would be very helpful, if it could be used for deténation of plant species and for quality
control of input material for the preparation oftbed products.

Fourteen species of the gert@ilobium and seven species of the geilygpericum were
studied by Fourier transform IR spectroscopy (FTIR)e classification of species was
done based on the recorded IR spectra of the wlales and of the pellets made of the
leave and KBr. Prior to statistical analysis theorded IR spectra were preprocessed with
various methods, such as the first and the secendative, normalization and its first
derivative, five-point stencil, wavelet transforrmdaits first derivative, fast Fourier
transform and Savitzky-Golay smoothing. The effettthe number of measurements
(three and five) and the averaging of these measnts on the accuracy of the proper
species classification was studied. Analysis ofarare was first used to reduce the number
of variables, followed by principal component as&y(PCA) to get a smaller number of
uncorrelated variables. Finally, discriminant asaywas used for species classification
based on the selected principal components obtamie previous step by PCA.

Based on the percentage of the properly classiigecies, it can be concluded that
classification of species based on the IR spedttheoKBr pellets gave better results than
the classification based on the IR spectra of thelevleaves. Three measurements of the
same KBr pellet should be done to get good resies measurements did not improve the
accuracy and the averaging of these values gavesewrgsults. For the successful
classification of the plant species it is necesdarypreprocess the recorded spectra,
particularly with normalization of the spectrumtire case of the geniibypericum and to
perform the first derivative of the spectrum in ttase of the genuSpilobium.

We can conclude that FTIR spectra of the KBr pelEiuld be used for differentiation
between species of the genblypericum, especially after normalization and its first
derivative, first derivative of the original spaatm and five-point stencil. In the case of the
genusEpilobium, FTIR did not give good results and further stadigth more samples of
the same species should be done to finally evathatpotential usefulness of this method.
However, with the proper preprocessing of the r@edrspectra, we were able to get better

results as compared to the results obtained wittotiginal data.
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SEZNAM OKRAJSAV

OKRAJSAVA | POMEN

ANOVA analiza varianceapalysis of variance)

DA diskriminantna analizad{scriminant analysis)

DFT diskretna Fourierjeva transformacighstrete Fourier transform)

FFT hitra Fourierjeva transformacijeagt Fourier transform)

FT fourierjeva transformacij@-ourier transform)

FTIR infrardeta spektroskopija s Fourierjevo transformackouier transform
infrared spectroscopy)

GK osnovni spektri posameznih merite¥ikic po avtomatskem glajenju s
programom Spectrum

GV osnovni spektri posameznih meritev vrbovcev po metskem glajenju s
programom Spectrum

IR infrardete (nfrared)

NK osnovni spektri posameznih merite¥ikc pred glajenjem

NV oshovni spektri posameznih meritev vrbovcev pgykgenjem

PCA metoda glavnih komponergr{ncipal component analysis)

PGK povpréne vrednosti posameznih avtomatsko glajenih spelkicmic

PGV povpréne vrednosti posameznih avtomatsko glajenih spekiioovcev

PNK povpré&ne vrednosti posameznih spektrogric

PNV povpré&ne vrednosti posameznih spektrov vrbovcev
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1. UvOD

1.1. RODEPILOBIUM (VRBOVCI)

Rod Epilobium spada v druzin®@nagraceae (svetlinovke). Je naj¥g rod te druzine, saj
obsega vé&kot 200 vrst, od katerih jih 16 lahko zasledimditu Sloveniji. Ime rodu izvira
iz grske besedepi (na) inlobus (strok). Rastlina ima podraslo plodnico, ki po ikibl
nekoliko spominja na strok. Slovensko ime vrboweagstalo zaradi podobnosti njegovih
listov in semen z listi in semeni vrbe (1,2).

Rastline iz roduEpilobium so trajnice, pogosto cvet® Ze prvo leto. VisSina rastlin se od
vrste do vrste razlikuje, nekatere zrastejo tudindetra in pol. Listi so celi, spodnji
vecinoma nasprotni, ponekod po 3 redkeje 4 v vretengirnji ve&inoma spiralasto
nameseni. Cvetovi so majhni do srednje veliki,é&iroma pokorini, mladi redko kimasti.
Namesgeni so v zalistju gornjih listov, redkeje v groztéam socvetju. So StiriStevni in
vecinoma zvezdasti, redkeje somerni. ¥enlisti so stasti, dvokrpi do globoko preklani,

roznati do vijolgni ali vijoli¢ni rdeti, redkeje beli ali belkasti (Slika 1) (1,3).

1.1.1. Sistematika rodu Epilobium
Kraljestvo:Plantae (rastline)

Deblo: Spermatophyta (semenke)
PoddebloMagnoliophytina (kritosemenke)
Razred:Magnoliopsida (dvokalinice)
PodrazredRosidae

Nadred:Myrtanae

Red:Myrtales (mirtovci)
DruZzina:Onagraceae (svetlinovke)

Rod: Epilobium (vrbovci) (3)

Slika 1. Epilobium angustifolium.

Raven (1976) je ro&pilobium razdelil na podlagi morfoloskih, palinoloskih, soraskih

in citoloskih znakov na osem sekcij, med kateriagva® vrst obsega sekcifapilobium:

» sekcijaEpilobium » sekcijaZauschneria

» sekcijaChamenerion » sekcijaCoryiophorum
» sekcijaBoisduvalia » sekcijaXerolobium

e sekcijaCurrania « sekcijaCrossostigma
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Za razlikovanje med vrstami vrbovcev si lahko poamag z morfologijo trihomov -
diic, ki se nahajajo na povrsini rastlinskih organowopravljajo razkne funkcije. Pri
vrbovcih so odkrili prisotnost treh vrst trihomokonicasti trihomi, ki nimajo Zlezne
aktivnosti, so prisotni pri vseh vrstah, razlikojege v dolzini in ukrivljenosti ter v
porazdelitvi po sami rastlini. Drugi dve vrsti toimov spadata med tope trihome in sta
zn&ilni le za dol@ene vrste vrbovcev. Topi trihomi se delijo na tnt® z Zlezno
aktivnostjo, ki je vidna na svezih rastlinah v &bkapljicastega eksudata na vrhu trihoma
ter na trihome brez Zlezne aktivnosti. Vrste vrimwse lahko razlikujejo glede na vrsto in
Stevilo trihomov, njihovo porazdelitev po rastlifskorganih ter po lastnostih kot sta
dolzina in funkcija (4).

1.1.2. Farmakoloski &inki rastlin iz rodu Epilobium

V tradicionalni medicini se uporabljajo pripravkiiazlicnih vrst vrbovcev. Uporabljajo se
za zdravljenje tezav s prostato, lajSanje menstituah gastrointestinalnih tezav. Zunanje
se zaradi antiflogistnega in antisepthega delovanja uporabljajo za zdravljenje mikoz ter
za izboljSanje celjenja ran (5).

V zdravilne namene se uprabljata predvsem zel irerkna vrbovcev, ki vsebujeta
flavonoide (miricitrin, guaiaverin, kvercetin, kw&tin-3-Of-D-glukoronid), steroide
(predvseng-sitosterol in njegove estre) ter tanine (5).

Terapevtsko pomembne spojine so predvsem polifanofitosteroli. Fenolne spojine
imajo znd&ilno antioksidativno delovanje, fitosteroli pa ibhiajo membransko N&*-
ATPazo celic prostate, kar naj bi ustavilo &elimetabolizem prostate in njeno rast v
patoloskih stanjih (6).

Z in vitro Studijami na PZ-HPV-7 epitelnih celicaltoveSke prostate so dokazali, da
etanolni ekstraktiE. angustifolium, E. rosmarinifolium in E. tetragonum inhibirajo
proliferacijo teh celic. Praievali so spojine, ki zavirajo encinnBeduktazo. Ta encim
reducira testosteron v dihidrotestosteron, ki ieklino vpliva na izraZzanje genov,
odgovornih za celno proliferacijo in apoptozo. Elagitanina enoteinilAenotein B so
identificirali kot glavni spojini, ki sta odgovorma inhibicijo tega encima. Prav tako pa ti
dve spojini inhibirata encim aromatazo, ki pretaagstosteron v Bfestradiol (7).
Protimikrobno delovanje vrbovcev je bilo dokazanmwitro Studijah, kjer so praievali
protimikrobni winek etanolnih ekstraktov vr&. angustifolium, E. hirsutum, E. palustre,

E. tetragonum in E. rosmarinifolium. Vsi ekstrakti so imeli protimikrobno delovanjeofir
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po Gramu pozitivnim in po Gramu negativhim baktenj in glivam z minimalnimi
ekstrakta iz vrst. angustifolium in E. rosmarinifolium, ki sta edina zavirala tudi rast
kvasovk (2).

S farmakoloskimi Studijami so dokazali tudi antimlegivni (6,8) in protivnetni &éinek
(inhibicija ciklooksigenaze) doéenih vrst vrbovcev (8,9).

1.1.3. Kemotaksonomija vrbovcev

Kemotaksonomija pomeni uwa@nje in identifikacijo rastlin in Zivali na osnovazlik in
podobnosti v njihovi biokemijski sestavi. Kemotakemske analize temeljijo predvsem na
analizi primarnih in sekundarnih metabolitov temsatidov.

Primarni metaboliti se nahajajo v vseh organizrad),so del zivljenjsko nujnih metabolnih
poti. V taksonih se nahajajo v razlih koncentracijah, razlikujejo pa se tudi p&ina
skladi€enja.

Sekundarni metaboliti se bolj razlikujejo med vmstasaj opravljajo Zivljenjsko manj
pomembne funkcije. Sem spadajo alkaloidi, glikozigminokisline, fenoli, terpenoidi,
voski, smole in nekateri ogljikovi hidrati. Za ketaksonomske analize so najpomembnejSi
fenoli (predvsem flavonoidi), ki se v rastlinah agjo v razlénih oblikah.

Semantidi so molekule, ki nosijo informacijo. Primiasemantid je DNA, sekundarni
RNA, terciarni pa proteini (10).

Pri vrbovcih so za kemotaksonomijo pomembni predvsazlicni flavonoidi, ki se
nahajajo v nadzemnih delih rastlin. Vsebnost flaoidav so protgevali v 13 vrstah
vrbovcev s pomgo tekatinske kromatografije povezane z masno spektroroeffijSP
LC-MS) ter s tekodinsko kromatografijo visoke &jivosti sklopljeno z UV detektorjem
(LC-UV). Rezultati so pokazali opazne razlike medkagjama Chamaenerion in
Epilobium. Od vseh se najbolj & E. angustifolium, E. dodonei pa vsebuje lastnosti obeh
sekcij. Znotraj roduepilobium so tezje Idevali skupiniSynstigma in Schyizostigma (9).
Kemotaksonomsko analizo vrbovcev so opravijali tudi nasSi fakulteti s kapilarno
elektroforezo (CE), tekiinsko kromatografijo visoke #&ivosti (HPLC) ter z IR
spektroskopijo oslabljenega popolnega odboja (ARR-IKot najboljSa metoda se je
izkazala ATR-IR spektroskopija. Toost razvrstitve v pravi rod, sekcijo in vrsto je

prikazana v Preglednici .
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Preglednica I. To¢nost uvrstitve v pravi rod, sekcijo in vrsto z ugloo treh raztinin metod (11,12,13).

Tocénost uvrstitve v pravi  Toénost uvrstitve v Tocénost uvrstitve v
Metoda rod (%) pravosekcijo (%) pravovrsto (%)
CE 100 84 61
HPLC 100 89 65
ATR-IR 100 96 90

1.2. RODHYPERICUM (KR CNICE)

Rod kgnice Hypericum) vsebuje priblizno 400 vrst in spada v druzina@nitevk
(Hypericaceae). Ime rodu izvira iz grSke besetigoer (nad, preko) ireikon (ikona, slika).
Stari Rimljani in Grki so te rastline postavljaladh slike ali kipe, saj so verjeli, da jih
varujejo pred zlimi duhovi (3,14).

Krenicevke in tudi kénice so enoletnice, zelnate trajnice ali polgrnmajo cele, nasprotno
namesgene liste. Cvetno odevalo je dvojno, petStevnogega rumen. Prasniki so Stevilni,
zrasli v snopie. Plodnica je nadrasla, plod je glavica ali jagodeatovi so tri- do
petStevni. V steblih, listih in cvetovih so kanalii votlinice, v katerih najdemo izie Zlez
kot so etekina olja, madobe, antociani in smole (1,3).

Najbolj poznana vrsta iz rodtlypericum je Hypericum perforatum (SentjanZzevka, Slika 2).
Ime izhaja iz latinske besegberforatum (preluknjan). Listi rastline so videti preluknjani
zaradi prosojnih Zlez z eténim oljem, ki se nahajajo v notranjosti lista bligpodnje
povrSine. Za identifikacijo Sentjanzevke so pomeenhrdi druge sekretorne strukture, in
sicer ¢rne Zleze, ki so pomembne za kagmje hipericina, in trije tipi sekretornih
kanatkov (tip A, B, C), ki se razlikujejo po obliki, I@izaciji in ontogenezi. Porazdelitev
prosojnih Zlez in sekretornin kakdkbv se razlikuje med razhimi organi, prav tako ni
nujno, da so vsi prisotni istasno. V listih se nahajajo predvsem sferoidne pnesbleze,

v cvetnih in verinih listih pa so prisotne podolgovate prosojne&(@z15,16).
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1.2.1. Sistematika roduHypericum
Kraljestvo:Plantae (rastline)

Deblo: Spermatophyta (semenke)
PoddebloMagnoliophytina (kritosemenke)
Razred:Magnoliopsida (dvokalinice)
PodrazredRosidae

Nadred:Theanae

Red:Theales (¢ajevci)

Druzina:Hypericaceae (kréni¢evke)

Rod: Hypericum (krénice) (3) Slika 2. Hypericum perforatum.

Eden od pomembnih znakov pri klasifikaciji roddypericum je prisotnost raztnih
sekretornih struktur (prosojne Zlezgne Zleze in sekretorni kaw&l). Vse te strukture
namre& niso prisotne v vseh vrstah tega rodu, prav taiorazlikujeta tudi njihova

prisotnost in kokiina v posameznih rastlinskih orgargitb).

1.2.2. Farmakoloski &inki rastlin iz rodu Hypericum

Rastline iz roduHypericum se Ze dolgo¢asa uporabljajo v ljudskem zdravilstvu za
zdravljenje Zelothih tezav, opeklin, oteklin, vnetij, bakterijskiim ivirusnih okuzb ter
anksioznosti (17).

V zdravilne namene se uporabljajo zgornji deli o¥it rastlin, saj ti vsebujejo najve
zdravilnih «&inkovin. Med farmakoloSko aktivnimi spojinami, kihjnajdemo v vrstah
krénic, so najpomembnejSi naftodiantroni (hipericinnjegovi derivati), floroglucinolni
derivati (hiperforin) in flavonoidi (1,18).

Pri nas in po celi Evropi se najveuporabljajo ekstrakti rastlinéd. perforatum. V
danasnjentasu se najWeuporablja za zdravljenje blage do srednje hudeedgp. Glavni
nosilec antidepresivhega delovanja je hiperforin,z&vira ponoven privzem Stevilnih
nevrotransmiterjev, kot so serotonin, noradrenalopamin, glutamat, GABA (18).
Antidepresivno delovanje Sentjanzevke je bilo dakaz ze v Stevilnih Studijah. Med
novejSimi je odprta opazovalna Studija, ki je bigravljena v Nemiji na 1778
ambulantnih bolnikih. Studija je trajala 12 tednow, vsake 4 tedne so opravljali kontrolne
obiske. Rezultati so pokazali zfilen pozitiven dinek SentjanZevke na zdravljenje blage

do zmerno hude depresije (19).
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Dokazano je bilo tudi protivnetno, protimikrobnoalteriostatino na véino po Gramu
pozitivnih bakterij) in protivirusno (Herpes simgl@irus tip 1, Friend levkemija virus...)

delovanje Sentjanzevke (20,21).

1.2.2.1. Vpliv Sentjanzevke na delovanje drugihadl

Pri uporabi Sentjanzevke moramo biti Se posebepigme saj vstopa v Stevilne
farmakokineténe in farmakodinanine interakcije, hipericin v Sentjanzevki pa delujdi
fototoksino.

Pripravki iz Sentjanzevkm vivo zn&ilno spremenijo farmakokinetiko Stevilnih zdravhini
u¢inkovin, kot so imunosupresivi (ciklosporin, takmus), oralni kontraceptivi, zdravila
za bolezni srca in ozZilja (digoksin, varfarin), idepresivi (amitriptilin), antikonvulzivi,
zaviralci HIV proteaze, zdravila za zdravljenje @hosti (metadon) in dinkovine z
delovanjem na respiratorni sistem (teofilin). Dotenakcij prihaja zaradi indukcije
intestinalnega glikoproteina P in/ali intestinalnier hepatinih citokromov P450.
Posledica so spremenjene plazemske koncentra@jeoprenjenih tinkovin, kar lahko
zn&ilno vpliva na njihov farmakoloski dinek. Za indukcijo je odgovoren predvsem
hiperforin (Slika 3), vendar pa Sentjanzevka vselugdi druge induktorje in inhibitorje
citokromskega sistema, kar je lahko odvisno odevisttkiva, odmerka, poti vnosa, vira

droge in dolgotrajnosti zdravljenja (18,22,23).

Slika 3. Struktura hiperforina.

Farmakodinangine interakcije lahko nastopijo pri&sni uporabi Sentjanzevke z zaviralci
privzema serotonina (fluoksetin, sertralin, pardkge ali z agonisti serotoninskih
receptorjev (Slika 4). V takih primerih lahko pridi® pojava serotoninskega sindroma
(zmedenost, nemir, tremor, potenje, drgetanje, mote motnje...), ki je posledica
poviSane koncentracije serotonina v plazmi (18,22).
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Slika 4. Vpliv hiperforina na privzem zitnih prenaSalcev (serotonina).

1.2.3. Kemotaksonomija kgnic

Pomembno vlogo pri kemotaksonomski analizi vrstodu Hypericum imata hipericin in
hiperforin. To dokazuje Studija, ki je bila oprarpa na 13 vrstah roddypericum leta
2004 v Italiji. Rezultati so pokazali prisotnostpéiricina v vseh analiziranih vrstah, v
najvetji koncentraciji je bil prisoten . perforatum podvrsteangustifolium. Hiperforin je
bil pri H. perforatum podvrste angustifolium in perforatum prisoten v visokih
koncentracijah (3,2 % in 2,8 %), pH. richeri, H. tetrapterum, H. montanum in H.
hyssopifolium v veliko manjSih koncentracijah, medtem ko ga Idri hirsutum in H.
androsaemum sploh niso zasledili (24).

Kvantitativno fitokemijsko analizo Sestih vrst roddypericum (H. perforatum, H.
hirsutum, H. maculatum, H. tetrapterum, H. montanum in H. humifusum) so opravljali na
Fakulteti za farmacijo s pomyjw HPLC. Dol@ali so vsebnost desetih spojin (hipericin,
psevdohipericin, hiperforin, rutin, hiperozid, iza@kcetin, kvercitrin, kvercetin,
amentoflavon, biapigenin) v cvetovih in zelenihide&stlin. Najvisjo vsebnost vseh spojin
so izmerili v cvetovihH. perforatum, najvisjo vsebnost amentoflavona pa v zelenihhdeli
H. montanum in H. hirsutum. Ugotovili so, da je hiperforin v preiskovanih tlagh
prisoten le v cvetovilid. perforatum (25).

Z morfolosko, histokemijsko in fitokemijsko razisi@aosmih vrst rodidypericum v Italiji

so ugotovili, da se posamezne vrste razlikujejo seabj po velikosti ter obliki listov in
cvetov, ter po obliki in porazdelitvi sekretornittruktur v rastlini. Raziskali so tudi
lokalizacijo zbiranja nekaterih sekundarnih metabwlv sekretornih strukturah. Rezultati
so pokazali, da se hipericin képv ¢rnih zlezah cvetnih in vénih listov, stebla, listov in
prasnikov. Pri vseh vrstah je prisotegmih Zlezah cvetnih in veénih listov. Flavonoidi

se nahajajo v enakih Zlezah kot hipericin, vendar ¢vetnih in veénih listih (24,26).
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1.3. INFRARDECA SPEKTROSKOPIJA

Infrardeta spektroskopija (IR) je ena pomembnejSih anahtsketod, ki ima zelo Sirok
spekter uporabe. Uporabna je predvsem za kvahtatanalitiko, v kvantitativne namene
se uporablja manj zaradi relativno nizkecaftjivosti. V kemiji omogd@a identifikacijo
razlicnin spojin oz. funkcionalnih skupin in s tem tudireamljanje poteka kemijske
reakcije, prav tako zaradi visoke selektivnosti gota razlikovanje med izomeri ter
polimorfnimi modifikacijami trdnih snovi. Velika pdnost te metode je, da lahko z
razlicnimi tehnikami analiziramo trdne, ted®in plinaste vzorce. Lahkod@mo, da je IR
spektroskopija univerzalna instrumentalna metodpses uporablja na razhih podrajih
(27,28).

1.3.1. Osnove IR spektroskopije

Spekter elektromagnetnega valovanja lahko razdetim@odrdje y Zarkov, rentgenskih
zarkov, ultravijoléne, vidne in infrard&e svetlobe ter na podijie mikrovalov in radijskih
valov. Clovesko oko zaznava le majhen del elektromagnetwalgaanja — vidno svetlobo,
z drugimi detekcijskimi sistemi pa lahko odkrijermalovanje tudi onkraj vidnega dela
spektra elektromagnetnega valovanja (28,29).

IR obmaije lezi v spektru elektromagnetnega valovanja € pri daljSih valovnih
dolzinah kot vidna svetloba, vendar pri krajSih fotimajo radijski valovi (29).

narasta energija

[IIAVAVAVAVAVA VA WAN

naradéa valovna dolZina

0.0001 nm 0.01 nm 10nm  1000nm 0.0l cm 1em 1m 100 m
I I 1 I

gama Zarki rentgenskl Zarki UV || infrardeéa {IR) svetioba radijski valovi

Rador TV FM AM

i vidna svetioba i
i

400 nm 500 nm 600 nm 700 nm

Slika 5. Spekter elektromagnetnega valovanja.

Infrardete obmdje obsega del elektromagnetnega valovanja v ¢hmealovnih Stevil
12800 — 10 cil oz. valovne dolZine 0.78 — 1000 pm. IR olgirodelimo na bliznje,
srednje in daljno obnige (Preglednica 11§29).
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Preglednica Il. Delitev infrardéega obmgja.

Obmocje Valovna dolZina(um), | Valovno Stevilo(cm’™) Frekvenca(s?)
Bliznje (near) 0,78-25 12800 — 4000 3,8 x'10-1,2 x 16
Srednje fiddle) 2,5-50 4000 — 200 1,2 x 10- 6,0 x 1&°
Daljnje (far) 50 - 1000 200 — 10 6,0 x 10— 3,0 x 18"

V analitiki organskih spojin se najraiporablja srednje IR obmje z valovnimi Stevili
med 4000 in 670 cth

Iz Preglednice 2 je razvidno, da je valovna dolfi)aobratno sorazmerna s frekvened, (
katera pa je premo sorazmerna z energijo fotonage kalefiniran kot osnovni delec
(energijski kvant) kvantiziranega elektromagnetnegia (30).

V IR spektroskopiji se bolj kot valovna dolZzina wgblja valovno Steviloy( , izrazeno v

1
A (cm)

cm?, ki je definirano kot reciptma vrednost valovne dolzing{cm®) =

Valovno Stevilo je premo sorazmerno z energijoriat(E = hv ) in frekvenco ¢ = %):

\~)_1 _nv _ nE
A Co Coh

Co— hitrost svetlobe v vakuumu n — lomni kolienik
E — energija v — frekvenca
v — valovno Stevilo h — Planckova konstanta
¢ — hitrost svetlobe v mediju z lomnim A —valovna dolzina (27,29)

koli¢cnikom n

1.3.1.1. Proces absorpcije infrarde svetlobe

Pri IR sevanju je energija fotonov manjsSa kot preag¢kih, ultravijoleni in vidni svetlobi,
zato pri obsevanju vzorca ne prihaja do elektrdngkehodov. Absorpcija IR sevanja je
tako v ve&ji meri omejena na molekulske vrste, kjer so majlenergijske razlike med
razlicnimi nihajnimi in rotacijskimi stanji (31).

Vsaka molekula ne more absorbirati IR sevanja. ®tsgodi, mora priti do spremembe
dipolnega momenta kot posledica nihajnega ali fsteega gibanja. Le pod tem pogojem
lahko elektromagnetno valovanje vstopi v interakeijmolekulo in povzré@ spremembe v
amplitudi njenega gibanja. Dipolni moment je d@o z velikostjo razlike med dvema

nabojema in razdaljo med centroma obeh nabojevagtmetrénin molekulah prihaja pri
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nihanju atomov do spreminjanja dipolnega momenda,govzr@i nastanek elekihega
polja, ki lahko vstopi v interakcijo z elektnim poljem IR sevanja. Dvoatomske molekule
z enakimi atomi (K O,, Cl,) ne morejo absorbirati IR sevanja, saj so sifi¢rimolekule

in do sprememb dipolnega momenta ne prihaja (29,31)

1.3.1.2. Molekulska gibanja, ki jih povztoIR sevanje

IR sevanje lahko povztovec vrst molekulskih giban;:
* rotacijski prehodi
Za spremembo rotacijskega stanja molekule je po&rebinimalna energija v obrtjo
100 cm® ali manj. Rotacijski nivoji so kvantizirani, zate absorpcija plinov v
daljnjem IR obmeoju karakterizirana z diskretnimi, dobro definiramigntami.
* nihajno-rotacijski prehodi
Nihajni energijski nivoji so kvantizirani in za &@o molekul energijske razlike med
kvantnimi nivoji ustrezajo srednjemu IR ob#peo Pri teh prehodih se mora za
spremembo nihajnega stanja spremeniti tudi rotadka spektri plinov ohiajno
vsebujejo Stevilne tesno razporejefree, saj je za vsako nihajno stanje moznik ve
rotacijskih stanj. V teké&inah in trdnih snoveh je rotacija omejena, zat@eksru takih
vzorcev diskretne nihajno-rotacijske linije pogostginejo in ostanejo le razsirjeni
nihajni signali.
« molekulska nihanja
Nihanja molekul razdelimo na vakara @treching vibrations) in deformacijska nihanja
(bending vibrations).
Pri valergnih nihanjih gre za nihanje vzdolz vezi med dvertmr®@ma, kar povzio
spremembo v dolZini te vezi. To raztezanje aléekije je lahko simettho ali
asimetréno.
Pri deformacijskih nihanjih pride do spremembe kadti kotov med vezmi. Gre torej
za upogibanje molekule. Poznamo 4 tipe deformahijakhanj: scissoring in rocking
sta nihanji v ravniniwagging in twisting pa nihanji izven ravnine. Ta nihanja so
mogaia le pri molekulah, ki vsebujejo ¥e&ot dva atoma in so energijsko r&nld
zahtevna. Za spremembo dolZzine vezi se porabi amergije kot za spremembo
velikosti kota, zato so pri viSjih valovnih Stehilzn&ilnejSa valetina, pri nizjih pa
deformacijska nihanja (31).

10
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1.3.2. Uporaba IR spektra
Vsak IR spekter je karakteriséin za doldeno spojino tako kot je karakterisn prstni
odtis pricloveku. Vsak tip vezi ima razino frekvenco nihanja, dve enaki vezi pa imata v
razlicnih spojinah drugao okolje. Zaradi tega dve molekuli raziih struktur ne moreta
imeti enakega IR spektra.
Spekter lahko interpretiramo na dvaina:
» Identifikacija spojine s primerjavo dveh spektrov
Spekter neznane spojine primerjamo z reféman spektrom, katerega struktura je
poznanaCe signali obeh spektrov popolnoma sovpadajo, sifrspdenticni.
* Dolocitev strukture molekule
Vsak tip vezi (N-H, C-H, O-H, C-X, C=0...) absorbiv dol@denem obmgu (npr.
absorpcija v obmgu 3000 + 150 cnt skoraj vedno ustreza prisotnosti C-H vezi,
absorpcija v obmgu 1715 + 100 crit ustreza C=0 vezi v molekuli ...). Na osnovi
absorpcijskih trakov v posameznih ohtje dolo¢imo, katere funkcionalne skupine
sestavljajo molekulo (27,29).
IR spekter se lahko uporablja tudi za daloje identitete zmesi (npr. débnje vrste

rastlin), pricemer sam spekter sluzi kot osnova za nadaljnjsstab analizo.

1.3.3. Delitev IR spektrometrov

IR spektrometre delimo v dve skupini, disperzijskeFourierjeve spektrometre (FTIR
instrumenti). Slednji se v danasnjetasu tudi veliko v& uporabljajo, saj so cenegjsi,
hitrejSi, zaradi v&je intenzitete svetlobe, ki doseZe detektor pa atejg boljSe razmerje
signal/Sum, visoko kgjivost, zanesljivost, ténost in ponovljivost (29,31).

» Sestava in delovanje FTIR spektrometra (Slika 6)
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Slika 6. Sestava in delovanje FTIR spektrometra (prirejem@g).
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Interferometer je najpomembnejSi sestavni del F3fRktrometra. V njem valovanje iz
izvora pade na delilec zarka (polprepustno zrqadstavljeno pod kotom 45° na vpadsgo
sevanje), ki izvorni Zarek razdeli v dva Zarka. ica@el Zarkov je usmerjen naravnost na
premino zrcalo, drugi je pravokoten nanj in je usmenpameprendino zrcalo. Oba Zarka
se od zrcal spet odbijeta proti delilcu zarka. Gjegpreménega zrcala povztorazliko v
dolzini poti, ki jo oba zarka prepotujeta. Ko sek&apo odbojih ponovno zdruzita, pride do
konstruktivne in destruktivne interference valovaar je posledica razino dolge poti, ki

jo prepotujeta Zarka in valovne dolZine valovary&orec pri prehodu Zarka hkrati
absorbira energijo pri vseh valovnih dolzinah. Natetttorju tako posnamemo
interferogram, ki je definiran kot graf odvisnogtitenzitete signala odasa asovna
domena), vendar nas pogosteje zanima kako se n#enzspreminja s frekvenco
(frekvertna domena). Omenjeno pretvorbo nam ontagmatematina operacija, ki jo
imenujemo Fourierjeva transformacija (FT). Inteofiam se iz spektrometra prenese na
racunalnik, ki ga s FT razdeli na posamezne absokgifsekvence, imer dobimo
spekter, ki je praktho identéen spektru dobljenem z disperzijskim spektromet(2).

Ce hatemo dobiti spekter same spojine, moramo najprejngdsspekter ozadja
(background), katerega sestavljajo atmosferski plini, ki abs@ijo v infrardéem obmdaju
(CO,, vodna para). Zatem posnamemo naS vzorec, katespgkier je sestavljen iz
absorpcijskih trakov samega vzorca in ozadjatuRalnik samodejno odSteje ozadje od

dobljenega spektra, tako dobimo le spekter nagmsp@9).

1.3.4. IR spektroskopske tehnike
Tehnike snemanja IR spektrov delimo na transmisjjgki katerih IR sevanje potuje skozi

vzorec, in na refleksijske, pri katerih se svetlobaszorca odbije.

1.3.4.1. Transmisijska tehnika

Transmisijska tehnika je najstarejSa in najenosighen IR spektroskopska tehnika. Pri
prehodu zarka skozi vzorec pride do absorpcije #Rasgja pri speciénih valovnih
dolzinah. Rezultat je transmisijski spekter, ki gadodvisnost transmitance od valovnega
Stevila. Omenjeni spekter pa lahko pretvorimo tudibsorpcijski spekter, kjer je podana
odvisnost absorbance od valovnega Stevila.

Transmitanca (prepustnost) je definirana kot rammered intenziteto prepésne (1) in
vpadne svetlobe ). Absorbanco (A) in transmitanco (T) povezujedrza
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A=log lh—logl=log (bI) =log (1/T)
S to tehniko je mozno analizirati vzorce v vselh tagregatnih stanjih.
Priprava vzorcev za snemanje spektra
Steklo in plastika mino absorbirata v celotnem infratgen obmdju, zato se za snemanje
vzorca uporabljajo ionske snovi, ki ne absorbiraj®® obmaju, predvsem natrijev klorid
(NaCl) in kalijev bromid (KBr). Plodce kalijevega bromida se lahko uporabljajo v
obmazju 4000 — 400 ci, plo&ice natrijevega klorida pa v obrja 4000 — 650 cf.
Slednje so zaradi nizke cene veliko bolj v uporabi.
Nacin priprave vzorca za snemanje je odvisen predvsdnastnosti spojine in njenega
agregatnega stanja.
* tekctine
Med plo£ici natrijevega klorida oz. kalijevega bromida karte kapljico tekde
organske spojine. Previdno stisnemo skupaj, daexkptogicama oblikuje tanek film
tekatine in poloZzimo v nastavek v spektrometru. Bios iz teh soli so lomljive in
dobro topne v vodi, zato lahko na talkcimasnemamo spektre le organskim spojinam,
ki ne vsebujejo vode. Ta metoda je bolj uporabnkvaditativne namene (29,31).
e trdne snovi
Poznamo tri razine metode za pripravo trdnih vzorcev. Izbira posaraenetode je
odvisna predvsem od lastnosti posameznega vzorea. riRetoda vkljduje meSanje
fino zdrobljene trdne snovi (preiskovane spojineprasenim alkalijskim halogenidom
(najpogosteje KBr, ki je popolnoma transparentemnednjem IR obmiu) in stiskanje
te zmesi s stiskalnico pod visokim tlakom (pribbzhO ton na povrSino tabletke). Pri
stiskanju pride do taljenja kalijevega bromidapkiveze zmes skupaj. Nastane tanka
tableta, debela priblizno 1 mm, ki jo vstavimo staaek v spektrometru.
Pri pripravi tablet z alkalijskimi halogenidi je webno upoStevati w¥edejavnikov.
Pomembno je razmerje vzorca in alkalijskega halage(2-3 mg vzorca pomeSamo s
priblizno 200 mg alkalijskega halogenida), da zagwho primerno debelino tablete.
Preve tanka tableta je namfekrhka in problematna za rokovanje, predebela pa
prepuga premalo sevanja, kar lahko &no zmanjSa jakost signalov transmisijskega
spektra. Potrebno je zagotoviti primerno velikosstalov trdne snovi (preveliki delci
poVzZraijo pretirano sipanje sevanja, zlasti pri viSjiHoxanih dolzinah), upoStevati pa
je treba tudi higroskopnost alkalijskega halogenidaj lahko vezana vlaga moti

absorpcijo preiskovane spojine.
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Druga metoda je metoda z nujolom. Pri tem trdnossraprej zdrobimo (priblizno 50
mg) in jo zatem suspendiramo v dveh do treh kagiljienineralnega olja nujola.
Spekter nato posnamemo s pda@jpoplogic natrijevega klorida. Glavna omejitev te
metode je, da nujol lahko zakrije vezi, ki so mdtighrisotne v vzorcu. Vezi nujola
vidimo pri 2924, 1462 in 1377 ¢ Ta metoda je hitra in enostavna, kljub temu pa
moramo biti pozorni na nekatere dejavnike, ki vjov na kvaliteto spektra. Pri
izdelavi suspenzije moramo uporabiti pravo razmerpgorca in nujola, saj pri
premajhni kolini vzorca signali v spektru niso vidni, pri prekelkolicini pa zaradi
nastanka prevegoste suspenzije ne pride do transmisije sevégamembna je tudi
ustrezna velikost delcev vzorca, saj prépnereveliko sipanje valovanja pri viSjih
valovnih dolzinah. Na ustrezno jakost signalov \eldp vpliva koltina vzorca
naneSenega med ptd natrijevega klorida. Pri premajhni kéini so signali
oslabljeni, prevelika katina pa zmanjSa jakost transmisije.

Tretja metoda uporabna za trdne vzorce je raztgpljarganske spojine v d@enem
topilu, najpogosteje tetraklorometanu (GQ)CEpekter prav tako posnamemo s pojmo
plo&ic natrijevega klorida (28,29).

e plini

Za snemanje spektrov plinov in teko z nizkim vreligem so na voljo razine
cilindri¢cne celice, ki omogtajo pot zarka dolgo od nekaj cm do 10 m¢jdeot zarka
omogaajo celice z odbojno notranjo povrsino, saj takoeda zarek vé prehodov

skozi vzorec pred izhodom iz celice (31).

1.3.4.2. Refleksijska tehnika
Refleksijske tehnike uporabljamo za vzorce, kijghtezko analizirati s transmisijskimi
tehnikami. Delimo jih v dve skupini:

o tehnike, ki temeljijo na merjenju eksterne reflgksi

o tehnike, ki temeljijo na merjenju interne refleks{ATR-IR)
ATR IR spektroskopija
Tehnika oslabljenega popolnega odboja (attenuatedi reflection) je refleksijska tehnika,
ki temelji na pojavu popolnega odboja (Slika 7)im&rna je za analizo razhih snovi,
predvsem tistih, ki so predebele ali prémo absorbirajo, da bi jih lahko analizirali s

transmisijskimi tehnikami.
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VZOrec

kristal

. ]
VAN

]

T

Slika 7.ATR IR.
Pri prehodu valovanja iz medija z&@ opticno gostoto v medij z manjSo lahko pride do
popolnega odboja (refleksije) valovanja. Do popglmedboja pride, kadar je vpadni kot
valovanja véji od kriticnega kota, ki je definiran kot funkcija lomnih kaolikov dveh
razlicnin medijev.
Osnova delovanja te tehnike temelji na tem, dabkipopolnemu odboju na meji dveh
medijev (vzorca in kristala), valovanje v manjSirmprehaja pod povrsSino redkejSega
medija (vzorca). Tam lahko pride do absorpcije,p@rzrai oslabitev odbitega valovanja.
Vzorec in kristal morata biti zato v tesnem stikiat rezultat izmerimo razmerje jakosti

odbitega in vpadnega valovanja v odvisnosti odwaodolzine (28,31).

Difuzna refleksijska spektroskopija
Difuzna refleksijska spektroskopija temelji na pipu eksterne refleksije in je primerna za
analizo trdnih vzorcev (predvsem praskov). Valoeasg ob stiku s povrSino vzorca odbije

v vseh smereh, kar imenujemo difuzni odboj (Slika 8

vpadno sevanje

VZOrec

Slika 8. Difuzna refleksijska tehnika.
1.3.5. Predobdelava IR spektrov
Poseben problem pri predobdelavi spektra predstawpz in izvoz podatkov spekira,
posnetega na spektrometrih raaih proizvajalcev zaradi tezav z zdruZljivostjo lréaih

formatov podatkov. Po pripotbu Joint Committee on Atomic and Molecular Physica
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Data se je sprejelo soglasje, da naj se dobljedaiyo shranijo v obliki teksta kot ASCII
format (27,28).

Na voljo so Stevilni né&ni in tehnike za pomb pri kvalitativni in kvantitativni
interpretaciji spektra, prkemer nekatere omoga Ze programska oprema spektrometra
(28).

1.3.5.1. ZmanjSevanje Suma
e povpreéenje signala
Povpré&enje signala dosezemo s ponavk§&o snemanjem in seStevanjem posameznih
spektrov.Ce predpostavimo, da je porazdelitev Suma nakiju se analitni signali, ki
so skladni v¢asu, oj&ajo, saj jakost signala linearno raste s Stevilamopitev (N).
Razmerje med signalom in Sumom je sorazmerno sr&wath korenom Stevila
ponovitev (signal/$um =«N).
* glajenje
Glajenje je matematna obdelava spektra, ki se uporablja za zmanjSampea v
spektru in s tem povanje razmerja signal-Sum. Spekter doblijen po glajge
podoben spektru posnetem pri manjsljleosti. Na voljo so razline metode glajenja:
0 »boxcar« povpreenje
Ta metoda predvideva, da je poupra vrednost majhnega Stevila bliznjih
tock boljSi opis signala kot vsaka posameznak#&o Pri »boxcar«
povpr&enju preko treh ik je prva téka povpreje totk 1, 2 in 3, druga
tocka povpreje tack 4, 5 in 6, itd. Véje kot je Stevilo povprenih tak,
vedja je stopnja glajenja, hkrati pa se zmanjSa todjivost spektra.
o gibljivo (ang. moving) povprge
Tudi pri tej metodi se vsako obrije tack nadomesti z njihovo povpteo
vrednostjo, vendar se v primerjavi s prejSnjo metadporedna obnt@m
med seboj prekrivajo. Tako je prvatka povpreje tock 1, 2 in 3, druga
tocka povpreje tack 2, 3 in 4, itd. Stopnja glajenja je doéma s Stevilom
povpr&enih ta&k, vendar je popgenje spektra manjSe v primerjavi s
prejSnjo metodo.
o glajenje Savitzky-Golay
Eno od najbolj uporabljanih metod glajenja sta alaisSavitzky in Golay

leta 1964 (32). Glajeni spekter s to metodo glajelgbimo tako, da izbrano

16



Metka Rihtaré: Ugotavljanje vrstne pripadnosti vzorcev vrbovaekrenic s transmisijsko infrarde spektroskopijo

Stevilo tak osnovnega spektra prilegamo polinomu dete stopnje z
metodo najmanjSih kvadratov in iZztmamo vrednost v srednji di.
Dolociti moramo vrsto polinoma, pricemer se najukrat uporablja
kvadratna funkcija (et bx + c), Stevilo tok (npr. 5) in Stevilo zaporednih
filtriranj na izbranem spektru (33).

1.3.5.2. Odvodi spektra

Odvode (prvi, drugi in vis§ji) IR spektra lahko iZtmamo na raztne nd&ine.
Najenostavneje je &ananje prvega odvoda spektra tako, da razliko dzagborednih

vrednosti odvisne spremenljivke (transmitanca) mdeli z razliko dveh zaporednih
. . - - Y0 To —%T- . .
vrednosti neodvisne spremenljivke (valovno stevr@%. Drugi odvod pa izraunamo
27 V1

kot odvod prvega odvoda. Lahko pa zaursanje odvodov uporabimo tudi druge
algoritme, npr. izr&un naklona skozi wezaporednih t&k. Ustaljena praksa je, da se pred
odvajanjem spektra le ta zgladi (npr. Savitzky-@hlaesaj tako zmanjSamo Sum, ki ga
lahko odvajanje poudari, posee (27).

Odvodi spektrov izkazujejo dalene prednosti pred osnovnim spektrom. Z njimi ptmos
doseZzemo izboljSano bazno linijo in oZje absorgeijgakove, kar nam omoga Iccitev
Sirokih absorpcijskih trakov na posamezne kompameint s tem doléitev Stevila
komponent. S prvim odvodom pasamo |aljivost, saj opazujemo spremembe v

gradientu, z drugim pa dobimo negativen vrh za \&@dorbcijski trak in ramo (Slika 9).

(a) 100 (b) 100 —

| (¢) 100

80 — 80 — 80 —
£ 60 £ 60 g 60
e S N
g g :
g g g
= - 5 . g _
£ 40 £ 40 £ 40

20 _J 20 — 20 —

~— valovno $tevilo —— valovno stevilo -—valovno $tevilo

Slika 9.a) Osnovni spekter; b) Prvi odvod; ¢) Drugi odvod.
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Prednost odvodov je najbolj¢itna pri kompleksnejSih spektrih, saj pogosto ontago
locitev absorpcijskih vrhov v Sirokih absorpcijskitakovih, kar je lepo razvidno iz Slike
10.

(a) osnovni spekter

(b) prvi odvod

(c) drugi odvod

o

1 L 1
900 700
valovno Stevilo (em™)

1000

Slika 10. Locitev Sirokih absorpcijskih trakov na posamezne kongmte pri odvajanju.

Pri FTIR spektrometrih je mozno odvod izuaati tako, da spekter najprej pretvorimo s FT
nazaj v interferogram, tega pomnozimo z delw utezno funkcijo in rezultat pretvorimo s
FT ponovno nazaj v spekter odvoda. Ta metoda jg¢ odutliva v primerjavi z

enostavnim odvajanjem (28).

1.3.5.3. Normalizacija

Normalizacija se pogosto uporablja za &tev absolutne variabilnosti med posameznimi
vzorci. Izr&unamo jo tako, da vsako vrednost odvisne sprem&aljdelimo s konstanto
dolocene vrednosti. Normalizacijo izvedemo tudi, ko i izniiti vpliv sistemske
variabilnosti, ki je pogosto povezana z r&ati celokupno kotiino vzorca (npr. vpliv
razlicnega volumna injiciranja vzorca pri HPLC) (33).

Pri IR spektroskopiji lahko z normalizacijo zmamga variabilnost, ki je posledica
razlicne dolzine poti zarka (npr. ragtia debelina KBr tabletke) in razhie koliéine vzorca.
Spekter lahko normaliziramo na osnovi povrSine pasuljo spektra ali pa na osnovi

viSine najma@nejSega vrha (33,34).
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1.3.5.4. Fourierjeva transformacija

Fourierjeva transformacija (FT) je mateniafi operacija, ki kompleksno funkcijo realne
spremenljivkew pretvori v funkcijo neke druge spremenljivke. Psigose uporablja pri
obdelavi signalov pri spektroskopiji (npr. IR, NMRi ¢emer izEéasovno odvisne funkcije

dobimo frekverino odvisno funkcijo.
F(w) = f fF(D)e-2miat gy — j F(O)[cos(wt) + i sin(wb)]dt

Z inverzno FT lahko ponovno dobimo prvotno funkcpoi cemer se vsi podatki ohranijo.

o]

£(6) = j F(@)e? % g

Vsak signal, tudi % transmitance v odvisnosti otbwae dolzine, lahko zapiSemo kot
vsoto sin in cos valov, kontinuirano vsoto takih valov pa imenujernali Fourierjev
integral. S FT interferograma tako dobimo IR spekie inverzno FT IR spektra pa
ponovno dobimo z#tni interferogram.

Diskretna Fourierjeva transformacija (DFT) je poseloblika FT, pri kateri predstavlja
osnovna funkcija koimo Stevilo realnih ali kompleksnih Stevil. Hitra Ferjeva
transformacija (Fast Fourier Transform, FFT) j&nkovit ratunalniSki algoritem za

izracun DFT in njene inverzne funkcije (28).

1.3.5.5. Vatha transformacija (wavelet transform)

Valcek je matematina funkcija, ki razdeli dano funkcijo ali kontinair¢asovni signal na
enostavnejSe komponente konstantne oblike, ki zti¢ngh velikosti in na raztinih
polozajih. Vaéna transformacija (WT) je zapis osnovne funkci@bliki valckov, majhnih
valov, ki so doléeni tako v¢asu kot v frekvenci, medtem ko je FT dedoa le v frekvenci
(35,36).

WT se uporabljajo v razine namene (npr. molekulska dinamila initio izracuni,
kvantna mehanika, obdelava signalov, prepoznawsgta&unalniska grafika...), ptiemer
vse pogosteje nadontego FT, saj WT omogt@a boljSo nelinearno aproksimacijo v
primerjavi s FT (36).

WT je bila uporabljena tudi v IR spektroskopijipSmaijo WT so dol@ali vrsto mono- ali

disubstituiranih benzenov na osnovi IR spektra apega vzorca (35), uporabili so jih za
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predobdelavo vis/NIR spektrov pri razlikovanju madtamicaja (37) in kot predobdelavo
NIR spektrov pri doldanju klorogene kisline v rastlinskih vzorcih (38).

1.4. STATISTI CNE METODE

1.4.1. Analiza variance (ANOVA)

Analiza variance je statisha metoda, ki temelji na dejstvu, da varianca vgakezorca,
vzetega iz iste populacije, predstavlja nepriskansceno variance populacije. Bistvo
analize variance je v tem, da celotno varianco wsebt iz vseh vzorcev razstavi na
komponente, iz katerih je sestavljena. To pomenvaré&anco enot znotraj posameznega
vzorca in na varianco med temi vzorci. S to metpdeverimo, ali obstajajo razlike med

vzorci posamezne populacije (39).

1.4.2. Metoda glavnih komponent

Metoda glavnih komponent (angrincipal component analysis, PCA) je ena najpogosteje
uporabljenih multivariantnih metod. Osnoval jo jarKPearson leta 1901. Je statisé
metoda, ki analizira medsebojno soodvisnost sprgivierz namenom, da se Stevilo
spremenljivk zmanjSa. Pri tem osnovni nabor spréjmkrpreslikamo v mnozico novih
spremenljivk, ki jih imenujemo glavne komponente.

Glavne komponente se izrazajo kot linearna komigamacsnovnih spremenljivk in
ohranjajo njihovo skupno variabilnost. Urejene sd wajpomembnejSe do najmanj
pomembne. Prva glavnha komponenta je &ata tako, da pojasni kar se da velik del
celotne variance osnovnih spremenljivk. Druga géakaomponenta je datena tako, da je
neodvisna od prve in pojasni velik del Se nepogsmjvariance. Tretja glavha komponenta
je dolatena tako, da je neodvisna od prve in druge in pojaslik del Se nepojasnjene
variance, itd. (40,41)

Metoda glavnih komponent omogo povzeti podatke gim manjSo izgubo informacij
tako, da zmanjSa razseznost podatkov, se prayejeailj zmanjSevanje dimenzionalnosti
prostora. Na primege imamo dve spremenljivki, torej na osebkih meruiwe lastnosti, in
te vrednosti nanaSamo na x, y diagram (t.). 2D)kdapoi€emo eno spremenljivko, ki
najbolje pojasni razprsenost podatkov in je komtijagprejsnjih dveh (x,y) (slika 11¥e
imamo ve& spremenljivk (npr. 300), je to 300 dimenzionalmogior. Ta metoda nam
omoga@a predstaviti podatke z manj spremenljivk (npr., ¥b)pa so linearna kombinacija
prvih 300 spremenljivk.
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Slika 11.Dologitev glavnih komponent v prostoru dveh sprnljivk (x; in X, sta izhodigni spremenljivki,
podatki so grafino prikazani kot téke. y, in y, sta dobljeni glavni komponenti. Dvorazsezni proibiko
reduciramo v enorazseznega, ki ga daly,).

1.4.3.Diskriminantna analiza
Diskriminantna analizdDA) je statisttna metoda, ki omoga uvr&anje enot v skupine
Njen cilj je poiskati linearno kombinacijo spremiark, da bodo vnaprej dot@ne skupine
med sebogimbolj razlicne, napaka pri uvéanju erot v skupine p&m manjSe
f=kixs + kX + .. + kX,

f - diskriminantna funkcij
ki, ko, ...k, - koeficienti funkcije
S, 9, ...% - Mmerjenesprementljivki
DA uporabljamo a primer, ¢e Zelimo osebke uvr&ti v skupine na podlagi dve
spremenljivk (X, y) pri ¢emer z eno samo spremenljivko skupin ne moremovzdjiiem
lociti. DA poisce linearno kombinacijo spremenljivk, s katero sepski zadovoljivo I@ita
(slika 12).

Y

Diskriminantna

funkcija e

Slika 12. S posameznima spremenljivka X in Y ne moremo medsebojno¢it skupin z zadovoljivc
natargnostjq z njuno linearno kombinacijo (diskriminantno fuijk) pa lahkt.
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Kadar objekte uvigamo v ve& skupin, je diskriminantnih funkcij we Koeficiente funkcije
izracunamo tako, da so si vrednosti diskriminantnih ftinka primere iz iste skupingm
bolj podobne, za primere, ki pripadajo r&alm skupinam, p&mbolj razlicne.

Pri DA za izr&un diskriminantne funkcije lahko uporabimo vse speeljivke, ali pa
uporabimo metodo, ki izbere le tiste spremenljivkek razlikovanju med skupinami
prispevajo najveé (dva razléna programa vgrajena v SPSS).

Funkcije se izréunajo na podlagi dnega seta meritev, za katere vemo, v katero skupino
spadajo, s tako izéananimi funkcijami pa nato v skupine u¥a$no objekte, za katere tega
ne vemo. lzr&unani model ponavadi bolj ustreza vzorcu iz katerego ga izpeljali( ¢ni
set meritev), kot pa drugim vzorcem iz iste popijgaZato kadar model preverjamo na
vzorcih, s pomgo katerih smo model zgradili, ugotovimo viSjo stgp zanesljivosti
modela kot pri analizi naklfinih vzorcev.

Tocénost lahko bolje ocenimo nadaainov:

» Kadar imamo dovolj veliko populacijo vzorcev, jaedelimo na dva dela. En del
uporabimo za iziaun koeficientov funkcije, z uvéanjem vzorcev iz drugega dela
pa ocenimo ténost uvrganja.

* Bolj uporabljen nain je navzkrizna validacija z izp&&njem posameznih objektov
(ang. Leave one out), pri kateri vsak vzorec posebej izvzamemo iz papje
vzorcev za izréun diskriminantne funkcije. Tako dobljeno funkcijporabimo za
uvrstitev tega vzorca. Odstotek pravilno werdih vzorcev je dobro merilo za

zanesljivost metode (42).
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2. NAMEN DELA

Namen diplomske naloge je ugotoviti s katero IRntkth in s katero metodo ali
kombinacijo metod predobdelave spektra dosezem@dotdtnost uvrganja rastlinskih
vzorcev V pravo Vvrsto.

Pri delu bomo uporabili dve razii tehniki. Najprej bomo posneli transmisijske Iektre
celih listov posameznih herbariziranih rastlin, mga bomo iz teh listov pripravili Se
tablete s KBr ter posneli njihov transmisijski IRekter. Za snemanje spektrov bomo
uporabili spektrometer Perkin Elmer FTIR 1600. Nesgmeznem listu in tableti s KBr
bomo opravili vé& meritev (tri ali pet).

Spektre bomo obdelali z raaimi metodami kot so: glajenje, prvi in drugi odvqatvi
odvod skozi 5 t&k, normalizacija, vana transformacija, glajenje Savitzky-Golay, hitra
Fourierjeva transformacija ter kombinacija teh rdeto

Pri obdelavi podatkov bomo nato v enem primeru tgyadi vse meritve, v drugem pa
njihovo povpreéje, scimer bomo ugotovili, ali Stevilo meritev vpliva nanost uvrganja.
Podatke bomo nato statistp obdelali. Razdelili jih bomo na dva dela, ggmer bomo en
del podatkov uporabili za dalbev koeficientov funkcije, z drugim delom pa bomo
ugotavljali t@&nost uvrganja. S pomgo analize varianc bomo izbrali déeno Stevilo
spremenljivk, ki bodo najeeprispevale k razlikovanju med vrstami. Z analidavgih
komponent (PCA) bomo nato zmanjSali Stevilo sprdjwé&nin odstranili njihovo
medsebojno korelacijo, z diskriminantno analizongapodlagi PCA komponent uyvgdi
osebke v vrste.

S primerjavo rezultatov razhih IR tehnik in metod predobdelave bomo poskusali
ugotoviti, katera kombinacija je boljSa za d#itev vrste rastline na podlagi IR spektra.
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3. MATERIALIIN METODE

3.1. VZORCI

3.1.1. Vrbovci (rod Epilobium)

Za analizo vrst vrbovcev smo uporabili herbaripsiaterial, ki smo ga dobili iz Oddelka za
biologijo na Biotehniski fakulteti.

Analizirali smo 75 herbarijskih pol vrbovcev, ki poipadali Stirinajstim raztnim vrstam

tega rodu (Preglednica lll). Za vsak primerek smaprej vedeli vrstno pripadnost.

Preglednica lll. Stevilo herbarijskih pol uporabljenih za analizbavcev.

Vrsta Stevilo herbarijskih pol
. alpestre 6

. alsinifolium

. anagalidifolium

. angustifolium

. Ciliatum

. collinum

. hirsutum

lamyi
. montanum

. obscurum

. palustre

. parviflorum

. roseum

mmm mm m mm m m m m M Mm
g1 N N O W N W O N O N o] O

. tetragonum

~
a1

Skupaj

3.1.2. Krénice (rod Hypericum)

Za analizo vrst kinic smo prav tako uporabili herbarijski materiaOgdelka za biologijo
na Biotehniski fakulteti. Pri obeh tehnikah smo lemali 60 herbarijskih pol knic
(Preglednica V), ki so pripadale Sestim r&zin vrstam. Pri tehniki snemanja tabletk s

KBr smo dodatno analizirali Se 4 herbarijske p&leso pripadale podvrsH. perforatum.

24



Metka Rihtaré: Ugotavljanje vrstne pripadnosti vzorcev vrbovaekrenic s transmisijsko infrarde spektroskopijo

Preglednica IV. Stevilo herbarijskih pol uporabljenih za analizérikc.

Vrsta Stevilo herbarijskih pol
H. dubium 10
H. hirsutum 10
H. maculatum 10
H. montanum 10
H. perforatum 10
H. perforatum, subsp. veronense 4
H. tetrapterum 10
Skupaj 64

3.2. APARATURE IN PRIPOMO CKI

Za snemanje spektrov smo uporabili spektrometeciP&imer FTIR 1600 (Slika 13), ki
deluje na principu transmisijske tehnike v sredn)B{MIR) obmaju (4000 — 400 c).
Glajenje posnetega spektra smo izvedli s prograng®pectrum v.5.3.1., ki je del
programske opreme spektrometra.

Slika 13. Spektrometer Perkin Elmer FTIR 1600.

Za statistino obdelavo podatkov smo uporabili programe Micfo&ifice Excel 2007,
Matlab 2008a in SPSS 16.0.
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3.3. NASTAVITVE PRI MERJENJU

Preglednica V.Merilne nastavitve na spektrometru.

Cel listek Tabletka s KBr
Ozadje zrak zrak
Stevilo ponovitev snemanja 5 4
Locljivost 2 cmt 2 cm*
Stevilo podatkovnih tik 1776 1776
Koneni format transmitanca transmitanca
seuetmngion s | pros
Obmasje snemanja spektra 4000 — 450°cm 4000 — 450 cih
Delilec zarka KBr KBr

3.4. OPTIMIZACIJA NA CINA MERJENJA

Pri optimizaciji n&ina merjenja smo izbrali tri razhe rastline, od katerih sta bili dve iste
vrste E. alsinifolium — pola 615, 624E. ciliatum — pola 693). Pri vsaki rastlini smo
pripravili po tri tabletke iz treh razinih listov. Za vsako tabletko smo potem opravili tr
meritve, za vsak spekter izvedli Se glajenje (smmog) in izra&unali prvi odvod
osnovnega spektra ter spektra po glajenju. Na oeswaualne primerjave dobljenih
spektrov v programu Matlab smo se adip da bomo za vsako rastlino izdelali po eno
tabletko in posneli spekter nadile mestih, saj so bili spektri razhih tabletk iste rastline
podobni.Ce bi se spektri posameznih tabletk iste rastlind seboj precej razlikovali, bi
se odlg@ili za izdelavo vé tabletk posamezne rastline.

V primeruE. alsinifolium (pola 615) smo izdelali Se dodatno tabletko, kjap pri izdelavi
uporabili ve&jo koli¢ino KBr (200 mg). Ker so bili v tem primeru Sibkiegignali v spektru,

smo se odlali, da bomo pri izdelavi tabletk vedno uporabilamSo koléino KBr (160
mg).
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3.5. PRIPRAVA VZORCA IN POTEK MERITVE

Pri obeh tehnikah smo pred snemanjem vzorca pospekter ozadja (Slika 14), ki ga je
racunalnik samodejno odstel pri snemanju vzorca. Qzadgdstavljajo absorpcijski vrhi,
ki so predvsem posledica prisotnega ogljikovegasida in vode v zraku in jih je

potrebno odsSteti od spektra vzorca, da dobimo d&japekter vzorca.

% T 407

£
0

254

T o e o e | o o e O | B o e v
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
valovno &evilo (cm™)

Slika 14. Spekter ozadja.

3.5.1. Cel list preucevane rastline

Glede na navodila za snemanje transmisijskih IRtspe trdnih snovi (uvod), bi morali
pri snemanju spektra uporabiti pioe natrijevega klorida. Ker smo hoteli posneti
transmisijski spekter skozi cel list, ptode niso bile primerne za uporabo. Zaradi velikosti
in neravne povrSine lista so ptade padale narazen. Da bi jih obdrzali skupaj, brah
uporabiti tek@ino (topilo), ki bi plogice potegnila skupaj in s tem drzala list v deloem
poloZaju. Za ta nan se nismo odldli zaradi moznih interakcij topila z listom rasté, kar

bi lahko neposredno vplivalo na transmisijski IRelgier rastline. Snemanje smo zato
izvedli tako, da smo cel list ustrezno pritrdili nastavek in posneli spekter. Za posamezno
rastlino smo opravili tri meritve, in sicer po enweritev na treh razainih listih. Meritve
smo opravljali na delih lista, kjer ni potekala Bol véja Zila. V dol@&enih primerih je
bilo to nemogoe, saj niso bili vsi listi dovolj veliki ali celi.

Skupaj smo tako opravili 225 meritev na rastlinahradu vrbovcev in 180 meritev na

rastlinah iz rodu kmnic.
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3.5.2. Tabletka s KBr

Liste rastlin smo pred pripravo tabletke s KBr Buseksikatorju nad silikagelom pri sobni
temperaturi 24 ur. Z osusitvijo lista smo izboljggkegovo drobljivost in s tem zagotovili
manjSo velikost delcev po drobljenju. Manjsi kotlsh delci, lazje smo dosegli homogeno
porazdelitev vzorca v tableti.

Doloceno maso lista (2,5 mg = 0,5 mg) smo zdrobili gijmes v ahatni terilnici (Slika 15),
dodali 160 mg KBr ter z meSanjem v terilnici prigtahomogeno zmes, ki smo jo nato
stisnili v tabletko z réno stiskalnico Graseby Specac pod visokim tlaKpniblizno 10
ton) (Slika 16). S tehtanjem KBr in lista smo zaydt, da je bila kolEina tabletne zmesi
pri vseh tabletah enaka, kar je om&gw pripravo tablet enake debeline. Na t&inasmo
prepreili vpliv razliécne debeline tablet na jakost signalov transmisgakepektra. Vsako
tableto smo pripravljali sproti pred snemanjemKkBr med snemaniji hranili v eksikatorju,
da smo omejili vpliv zréne vlage na sam spekter, saj je KBr zelo higros&aaprov. Ob
daljSem izpostavljanju zraku bi zaradi vezaveizeavlage postal bolj viazen, kar bi lahko
vplivalo na spekter rastline, oteZena pa bi bith tedelava homogene tabletke.

Z vsako tabletko smo opravili pet meritev na fazh mestih, kar pomeni, da smo skupaj
opravili 375 meritev z rastlinami iz rodu vrbovcev 320 meritev z rastlinami iz rodu
krénic.

Na dobljenih osnovnih spektrih smo nato izvedli isetodo glajenja, ki jo omoga
programska oprema spektrometra (Spectrum v.5.3dshovni in glajeni spekter smo

zaradi laZjega izvoza podatkov shranili v oblikigea kot ASCII format.

Slika 15. Ahatna terilnica s pestilom.

Slika 16.Ro¢na stiskalnica KBr tablet
Graseby Specac.
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3.6. 1ZVOZ PODATKOV IN PREDOBDELAVA SPEKTRA

Podatke osnovnih spektrov posameznih meritev snobliki ASCIl formata prenesli v
program Matlab, kjer smo jih zbrali v pregledni&ednja je izgledala tako, da smo na levi
strani imeli izpisana valovna Stevila, nato pa s@ slesni smeri pri vsakem valovnem
Stevilu sledile vrednosti intenzitet signalov spaktazvrgene po abecednem vrstnem redu
vzorcev.

Zbrane podatke smo nato prenesli v program Exgel, $§mo izr&unali prvi in drugi
odvod spektra, odvodez pet tok, normalizacijo in njen odvod. Iztanali smo tudi

povpré&ja posameznih meritev iste rastlineX £ Xtfet -+

,n=3ali5) ter jih
obravnavali na enak tia kot vse meritve. Za lazjo predstavo so v Preglgdvl zbrane
posamezne metode predobdelave spektra in progtansmo jih uporabili za njihov
izracun. Pri metodah, ki smo jih ¢anali v programu Excel, so podane tudi formule, po
katerih smo réunali.
V programu Matlab smo na osnovnem spektru izvediatno transformacijo, ki smo ji
potem v programu Excel izfanali prvi odvod. Prav tako smo na osnovnih spekivedli
Se glajenje Savitzky-Golay ter nato kmaali prve odvode dobljenih spektrov. Za spektre
glajene s to metodo smo prav tako &naali povpréja ter njihove prve odvode.
Enako predobdelavo podatkov kot za osnovne spekire izvedli tudi za avtomatsko
glajene spektre. Na slednjih smo v programu Matabcunali tudi hitro Fourierjevo
transformacijo.
Predobdelavo podatkov smo tako izvajali na Stieitthspodatkov posamezne tehnike:

* osnovni spektri vseh opravljenih meritev,

* povpr&je osnovnih spektrov, snemanih na isti rastlini,

* avtomatsko glajeni spektri vseh opravljenih metitev

* povpreje avtomatsko glajenih spektrov, snemanih na asilini.
Na celih listih smo opravili po tri meritve za igtastlino, pricemer smo meritve opravljali
na razlénih listih posamezne rastline, tablete s KBr pa gosneli petkrat, in sicer eno
tabletko na petih razinih mestih. Za boljSo primerjavo obeh tehnik, sratmtmo obdelavo
podatkov pri tabletah opravili najprej za tri meetza posamezno rastlino in njihova
povpr&ja, zatem pa smo enak postopek ponovili Se na pahitvah in njihovih

povprejih.
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Povpré&ne vrednosti smo &anali z namenom, da bi ugotovili, ali Stevilo mevitznatno
vpliva na rezultat uvt&nja rastline v pravo vrsto. Pri povpeaju veih meritev iste
rastline se lahko del informacij zgubi, zato bicpkovali boljSe rezultate pri e

posameznih meritvah.

Preglednica VI. Metode predobdelave spektra, programi in formuleziun.

Metode Program Formula za izraéun Osnovni Glajeni
spekter spekter
. Microsoft , %T, — %T,
P dvod ' WTr (V) = ————— + +
fviodvo Office Excel T (7) -
. Microsoft %T, — %T;
Drugi odvod Offilce Excel %I"(¥) = —2— 2L + +
V2 —V1
Prvi odvod ¢ez pet| Microsoft ) oo
tock Office Excel Slope i: Tivs ; Vit Vivs) * *
o Microsoft oL %Ty — WTiminy
Normalizacija | ofice Excel 7 —TT - * *
Prvi odvod Microsoft : %Iy — %I
LT (P) = —= — — ~
normalizacije Office Excel T™ (V) 7 — * +
2 1
Wavelet__ Matlab Metodo izvede program + +
transformacija 1
Prvi odvod - %TNV1 w1
1 TV — %T
transformacije omilgéoéigel %TWi(¥) = % + +
Wavelet 1 V2~ W1
Travgzt)éln;?glja Matlab Metodo izvede program + +
Prvi odvod ; %TW3 w3
. . T,"° — %T,
transformacije Microsoft WTYW3(H) = % + +
Office Excel _
wavelet 3 V2TV
Fourlerjevq Matlab Metodo izvede program - +
transformacija
Glajen(J;eOESlvnzky— Matlab Metodo izvede program + -
Prvi odvod 0.7 SG SG
. . , 5% — %T,
glajenja Savitzky- Matlab %T S¢ (V) = % + -
Golay [
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Pred statistino analizo smo spektre obdelali z razimi metodami, da bi ugotovili, katera
najbolj pripomore k pravilni uvrstitvi rastline wsto.

» Avtomatsko glajenje: Na osnovnih spektrih smo tako Ze Weiku s programom
Spectrum izvedli metodo glajenja (avtomatsko gl@gnda smo pri konih
rezultatih lahko primerjali, ali pri glajenju, kagga namen je odstraniti Sum
spektra, dejansko dobimo boljSe rezultate. Zaragatsmo se na osnhovnih in
glajenih spektrih lotili enakih predobdelav spekiatomatsko glajenje programa
Spectrum je glajenje, ki prilagodi stopnjo glajenjadolaieni tatki glede na
razmerje med signalom in Sumom v tejkio Tako so tdke na bazni liniji glajene v
vedji meri, medtem ko t&ke vrhov sploh niso.

V dolocenih primerih smo kombinirali po dve metodi skugapamenom, da bi
dobili ¢im bolj informativne vrednosti za ¢édev med vrstami.

» Odvajanje: Prvi in drugi odvod sta se ze v veliko primerilkazala kot uspesni
metodi predobdelave spektra.daali smo ju z namenom, da bi dobili ustrezno
informacijo o signalih, ki so morebiti prikriti virdkih absorpcijskih trakovih.
Glede na to, da prvi in drugi odvod za&uaanje vzameta dve sosednjéki kar
lahko m@&no izrazi oz. pov&a Sum, smo se odiih Se za izrégun prvega odvoda
skozi pet tok, saj smo hoteli ugotoviti, ali pri tem dobimo tvsno drugéne
rezultate.

» Normalizacija: Z min-max normalizacijo smo naredili linearno &ormacijo

osnovnih podatkov, pitemer se je razmerje med vrednostmi osnovnih podatko

ohranilo. Za normalizacijo smo uporabili formubo:= ———™"_  prj gemer smo

Xmax~Xmin
dobili vrednosti med Ox(= Xmin) iIn 1 (X = Xmax). Da bi dobili¢im bolj informativne
vrednosti signalov, smo iztanali Se prvi odvod normaliziranih podatkov.

» FFT: Ena od uporabljenih metod predobdelave spektodgdudi hitra Fourierjeva
transformacija (FFT). Glede na to, da Fourierjeram$formacijo uporabi Ze sam
spektrometer za pretvorbo interferograma v speki®g z uporabo te metode iz
spektra dobili ponovno interferogram. Sledn;ji jé rekoliko spremenjen, saj smo
hitro Fourierjevo transformacijo izvedli le na spék ki smo jih prvotno gladili.
Zanimalo nas je, kakSna jectmst uvrganja,ce v statistino obdelavo vkljgimo
podatke interferograma. Ker nam FT poda le frekeeRcso prisotne v signalu, ne

pove pa nam K kdaj se je na dotenem intervalu pojavila dotena frekvenca,
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smo se odlali Se za uporabo vahe transformacije, ki je FFT v ddeni meri
podobna, dodatno pa nham pod&&e pojava posamezne frekvence.

» Valéna transformacija: Val¢na transformacija Ze nekapsa velja kot uporabna
metoda za predobdelavo r&mnih spektrov. V naSsem primeru smo uporabili
diskretno vaino transformacijo (DWT), ki omoga zmanjSanje Stevila
spremenljivk tako, da signal spusti skozi visokkwecni in nizkofrekverni
filter, tako ga razdeli na visokofrekva&am in nizkofrekverni pas. Tako se lahko
znebimo visokih frekvenc, ki so ztilme za Sum. Nizkofrekvemi filter odstrani
vse frekvence, ki so ¥ od polovice najviSje frekvence v signalu,
visokofrekverdni filter pa naredi ravno obratno. Signal nato zakes stopnjo
podvzotenja lahko razdelimo na polovico, saj s pod¥eajem zmanjSamo
frekvenco vzatenja signala, kar ustrezno zmanjSa Stevilo sprgmlerdpektra. V
prvi stopnji podvzatenja tako dobimo polovico && signala, v drugietrtino, v
tretji osmino, itd. V naSem primeru smo za nadalpipdelavo vzeli spekter po prvi
(WT 1) ter tretji (WT 3) stopnji. Pri WT3 smo vkijno z dobljenimi nizkimi
frekvencami upostevali tudi visoke frekvence, Rifiizkofrekverini filter odstrani,
saj smo hoteli preptéi preveliko izgubo informacij.

Da bi poveali locljivost vrhov tudi po tej transformaciji, smo izwaali Se prvi
odvod vatne transformacije.

» Glajenje: Glajenje Savitzky-Golay je prav tako ena od Zerdobveljavljenih
metod za odstranjevanje Suma v spektru. Ker smorogramu Spectrum
spektrometra izbrali avtomatsko glajergeao na osnovnih spektrih v nadaljevanju
izvedli Se glajenje Savitzky-Golay. S primerjavauktatov po obeh vrstah glajenja
smo hoteli ugotoviti, katera je v naSem primeruamiejSa za odstranjevanje Suma,
hkrati pa ne povzkd prevelike izgube informacij. Primerjava osnovnegaktra in

spektrov dobljenih po obeh vrstah glajenja je @éddea na Sliki 17.
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Slika 17.a) Osnovni spekterlypericum dubium 431; b) SpekteHypericum dubium 431 po avtomatskem
glajenju s programom Spectrum; c) spekigpericum dubium 431 po glajenju Savitzky-Golay.
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3.7. STATISTICNA OBDELAVA PODATKOV

Posamezni set podatkov smo po vseh metodah prddebdai obeh rodovihHpilobium
in Hypericum) razdelili na dva dela (Preglednici VII in VIIIRrvi del, ki je vklj&eval
priblizno dve tretjini podatkov, je sluzil kot testvzorec, drugi, s preostalo tretjino
podatkov, pa kot validacijski vzorec. Podatke smzdelili na dva dela na osnovi Stevila
rastlin v posamezni vrsti. Na primer, za vrEtalpestre smo imeli na voljo 6 osebkov, kar
pomeni da smo v testni del vkdili 4 rastline, v validacijskega pa 2. V setu pdast z
vsemi meritvami smo tako imeli ¥n meritev v testnem delu in Zn meritev v

validacijskem delu, ptemern pomeni Stevilo meritev iste rastline (3 ali 5).

Preglednica VII. Razdelitev rastlin rod&pilobium na testni in validacijski del.

VRETA STEVILO TESTNI VALIDACIJSKI
PRIMERKOV | VZOREC VZOREC

E. alpestre 6 4 2
E. alginifolium 6 4 2
E. anagalidifolium 5 4 1
E. angustifolium 2 1 1
E. ciliatum 6 4 2
E. collinum 7 4 3
E. hirsutum 5 4 1
E. lamyi 3 2 1
E. montanum 7 4 3
E. obscurum 3 2 1
E. palustre 6 4 2
E. parviflorum 7 4 3
E. roseum 7 4 3
E. tetragonum 5 4 1
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Preglednica VIII. Razdelitev rastlin rodiypericum na testni in validacijski del.

STEVILO TESTNI VALIDACIJSKI
VRSTA
PRIMERKOV VZOREC VZOREC
H. dubium 10 7 3
H. hirsutum 10 7 3
H. maculatum 10 7 3
H. montanum 10 7 3
H. perforatum 10 7 3
H. perforatum,
ber 4 3 1
subsp. veronense
H. tetrapterum 10 7 3

Iz podatkov spektrov, ki smo jih uvrstili v testdel, smo s pomgo analize varianc
(ANOVA) izbrali priblizno 300 valovnih Stevil z nlaplj informativnimi signali. Test
analize variance smo izvedli v programu Matlab.vBa valovna Stevila smo izuanali

faktor F, ki opiSe sposobnost razlikovanja med vrstami.iidein je kot razmerje med

med vrstami

. .. . . 174
varianco med vrstami in varianco znotraj vrétes

znotraj vrste

Varianca med vrstami nam prikaze razlike med &¢aghi vrstami, varianca znotraj vrste
pa razlike med osebki ene vrste. Kadar je razlilad mrstami velika, je varianca med
vrstami glede na varianco znotraj vrste velika, g@ameni, da je faktoF visji. Kadar je
razlika med vrstami majhna, sta oba dela variaoc®pna, zato je faktdf ustrezno nizji.
DobljeneF vrednosti pri posameznih valovnih Stevilih smoozetzvrstili po velikosti od
najvetjega proti najmanjSemu ter izbrali okrog 300 valbvstevil z najvisjoF vrednostjo,
pri katerih so razlike med vrstami najbolj karalggéne. Stevilo spremenljivk smo
zmanjSali na omenjeno vrednost zaradi kasnejSeabpometode glavnih komponent. S
primerjavo rezultatov tmosti uvr§anja rastlin, kjer so v metodo glavnih komponent
vkljucili prvi¢ 200 in drugt 1300 spremenljivk je bilo ugotovljeno, da dosezevikjo
tocnost uvrganja, ce v metodo glavnih komponent vkijmo manjSe Stevilo najbolj
informativnih spremenljivk (43). Na tak &éia zmanjSane sete podatkov, ki so v&§uali
tako testni kot tudi validacijski del rastlin, srabranili v obliki Excelovih dokumentov, da
smo jih lahko prenesli v program SPSS, Kjer je kalienadaljnja statigiina obdelava.

V programu SPSS smo z metodo glavnih komponent @alastevilo spremenljivk na 15
glavnih komponent. Za taksno Stevilo glavnih komgrdnsmo se odtili glede na Stevilo
vrst, ki smo jih imeli. Glavnih komponent mora mtjmanj toliko, kolikor je vrst, kar je v

nasem primeru najmanj 14 (pri vrbovcih). Pri Semtgvki smo imeli le 7 vrst, vendar smo
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se zaradi lazje primerjave rezultatov obeh rodovodld za enako Stevilo glavnih
komponent.

Na osnovi izbranih glavnih komponent smo z disknatno analizo v programu SPSS
uvr&ali rastline v vrsto. Pri tem smo v procesu disknamtne analize izbrali postopno
metodo (stepwise method) ter kot kriterij izbradirpetnost vrednosti F med 0,01 in 0,02
(stpw DA in: 0.01/ out: 0.02).

Rezultate pravilno uvignih rastlin za posamezno metodo smo zaradi bptgglednosti

in lazje primerjave Se gr&fio predstavili.
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4. REZULTATI IN RAZPRAVA

Posneti spektri so vsebovali 1776 spremenljivk. dingjo testa ANOVA smo od teh
izbrali le okrog 300 najbolj informativnih spremesf. S PCA smo nato Se dodatno
zmanjSali Stevilo spremenljivk na 15, @emer smo odstranili tudi njihovo medsebojno
korelacijo. Na osnovi 15 PCA komponent smo z DAStali osebke v vrsto ter kot koni
rezultat podali odstotek pravilno ugeih rastlin iz validacijskega vzorca.

Vmesni rezultati niso predstavljeni, saj je naS eandobiti ¢imbolj avtomatiziran
postopek, ki bi omoga@l, da v program vnesemo spektralne podatke, taapa dol@i
vrsto. Pri tem nas zato ni zanimalo katera valoSteaila so informativna v posameznem
spektru, saj so se ta med razimi predobdelavami spektra precej razlikovala iirbifo
mogaie najti informativnih obmaj, ki bi bila skupna vsem metodam predobdelave
spektra. V tem poglavju so zato predstavljeni leckdrezultati (odstotki uvrstitve rastline

V pravo vrsto).
4.1. VRBOVCI

4.1.1. Tehnika snemanja transmisijskih spektrov cé listov
Kot koneni rezultat smo primerjali odstotek pravilne uwursti posamezne rastline po

razlicnin metodah predobdelave spektra (Preglednica 1X).

Preglednica IX. Odstotek uvrstitve v pravo vrsto po ré&giih metodah predobdelave IR spektrov celih listov
vrbovcev.

Metoda predobdelave Odstotek uvrstitve v pravo vrsto
podatkov NV PNV GV PGV
osnovni spekter 33 12 33 16
prvi odvod 27 20 26 16
drugi odvod 32 24 33 32
normalizacija 34 24 33 40
prvi odvod normalizacije 32 12 37 32
WT 1 30 16 28 20
prvi odvod WT 1 27 20 26 20
WT 3 27 32 30 16
prvi odvod WT 3 31 32 27 28
prvi odvod skozi 5 t&k 31 16 30 8
glajenje Savitzky-Golay 33 24 - -
prvi odvod Savitzky-Golay 27 24 - -
FFT - - 22 16
NV - osnovni spektri posameznih meritev pred glajenjeNV — povpréne vrednost
posameznih merite\GV — osnovni spektri posameznih meritev po avtomatsgijenju;
PGV — povpréne vrednosti posameznih glajenih meritev
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Iz Preglednice IX je zaradi velikega Stevila podatkezko razbrati ali predobdelava
spektra ter Stevilo meritev vplivata na kKanrezultat uvrstitve osebka v pravo vrsto, zato

smo rezultate Se grafio predstavili.
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Graf 1. Odstotek uvrstitve v pravo vrsto vrbovcev po r&dlh metodah predobdelave IR spektrov celih
listov.

Iz Grafa 1 je razvidno, da sta seta podatkov sitreeritvami za posamezno rastlino (NV
in GV) v sploSnem dajala boljSe rezultate kot getdatkov povpréj teh meritev (PGV in
PNV). Ceprav to ne drzi pri vseh metodah predobdelave aeek rezultati so pri
povprejih enaki ali celo boljsi), lahko sklepamo, da j@ lzoljSo uvrstitev v pravo vrsto
potrebnih vé meritev za posamezen vzorec. S tem, ko v statstanalizo vklj@imo tri
spektre istega vzorca pa pridobimo tudi informaajeariabilnosti znotraj posameznega
osebka (rastline). Pri povgenju se lahko dolene informacije izgubijo, kar pa je lahko
bistvenega pomena z&ltev med vrstami.

S primerjavo rezultatov osnovnih in avtomatskoeji#) spektrov ne moremo z gotovostjo
trditi, kateri dajejo boljSe rezultate. Glede nada z glajenjem odstranimo Sum v spektru,
bi pri glajenih spektrih v sploSnem gakovali boljSe rezultate, vendar se ta hipoteza v
nasem primeru ni potrdila. Med rezultati obeh, egito in avtomatsko glajenih spektrov,
ni bistvene razlike, ki bi potrdila smiselnost glaja. Odstotek pravilne uvrstitve je tako pri
nekaterih metodah predobdelave boljSi pri osnovapektrin, pri drugih metodah
predobdelave pa pri avtomatsko glajenih spektribje@je Savitzky-Golay je bilo uspesno
le v setu podatkov s povyije meritev, medtem ko pri posameznih meritvah svisto

glajenja prav tako nismo dosegli izboljSanja.
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Iz samega grafa tudi ne moremo ditip katera metoda predobdelave je najboljSa. Naben
od uporabljenih metod ne daje bistveno boljSih ltatov od drugih metod, prav tako so

rezultati predobdelav primerljivi z dobljenimi rdiati pri osnovnem spektru.

4.1.2. Tehnika snemanja transmisijskih spektrov taketk s KBr

Pri tej tehniki smo izvedli celotno obdelavo podatkireh (tbl_3m) in petih (tbl_5m)
meritev posamezne tabletke in njihovih powgresaj smo hoteli ugotoviti, ali je g
Stevilo meritev pogoj za boljSe u¢ehje v pravo vrsto. Rezultati so prikazani v

Preglednici X.

Preglednica X.Odstotek uvrstitve v pravo vrsto vrbovcev po r&slh metodah predobdelave IR spektrov
tabletk s KBr.

Metoda Odstotek uvrstitve v pravo vrsto
predobdelave NV- PNV - GV - PGV - NV - PNV - GV - PGV -
spektra tbl 3m | thl 3m | thl 3m | tbl 3m | tbl 5m | tbl 5m | thbl 5m | thl 5m
osnovni spekter 19 16 21 24 15 13 23 25
prvi odvod 50 20 47 20 42 33 46 29
drugi odvod 40 36 44 32 39 54 35 38
normalizacija 28 12 32 24 32 29 35 13
ngma?l?z\g)cci’je 45 12 46 36 48 38 48 17
WT 1 22 12 27 12 24 29 22 33
prvi odvod WT 1 39 40 46 32 35 42 35 46
WT 3 45 48 42 36 38 46 35 42
prvi odvod WT 3 46 40 40 48 38 50 32 42
prvi Odt‘:) ‘;ﬁ skozis | 45 28 47 28 50 25 49 33
glajenje Savitzky- 31 o ) i 18 o5 i i
Golay
prvi od\éod Savitzky- 20 16 i i 43 o5 i i
olay
FFT - - 27 32 - - 28 29
* uporabljene nastavitve pri DAtpw DA in: 0.04/ out: 0.06, pri ostalih pa stpw DA 0.01/ out: 0.02
NV - osnovni spektri posameznih meritev pred glajanf@NV — povpréne vrednosti posameznih neglajenih meritev;
GV — osnovni spektri posameznih meritev po avtomatsglajenju;PGV — povpréne vrednosti posameznih glajenih meritev;
tbl_3m — obdelava treh posameznih merithl; 5m — obdelava petih posameznih meritev
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Graf 2. Primerjava odstotkov uvrstitve v pravo vrsto vrbev po razlinih metodah predobdelave IR
spektrov KBr tabletk. Prikazani so rezultati osnibvim glajenih spektrov treh in petih meritev posame
tabletke.

V Grafu 2 smo primerjali rezultate obdelave tretpetih meritev posamezne tabletke, da
bi ugotovili, ali je pri tej tehniki za boljSo uwiev pomembno tudi Stevilo meritev, ki jih
opravimo na posamezni tabletki. Glede na to, deegaoltati pri treh in petih meritvah za
posamezno tabletko primerljivi, ne moremdiyela ve kot tri meritve posamezne tabletke
dajejo tudi boljSe rezultate pravilne uvrstitve.

Opazimo lahko, da avtomatsko glajenje, ki smo gaedii s programom Spectrum,
bistveno ne vpliva na rezultate v primerjavi z mgghimi spektri (primerjava GV in NV).
Ce primerjamo avtomatsko glajenje z glajenjem SayHzolay, lahko ugotovimo, da
slednje daje nekoliko boljSe rezultate, v obeh prim pa je odstotek pravilno u¢enih
osebkov visji kot pri osnovnem spektru.

Iz Grafa 2 lahko razberemo tudi, da kakrSnakolidpbelelava osnovnega spektra
pripomore k boljSi uvrstitvi v pravo vrsto. To pjoiejo rezultati, ki so najnizji pri
osnovnih podatkih spektra. Kot najmanj uspesSna deepredobdelave spektra se je v tem
primeru izkazala véha transformacija WT 1, saj je pri vseh setih pkolatnajmanj
izboljSala rezultate v primerjavi z osnovnim spekir Metode, kot so prvi in drugi odvod
osnovnega spektra, normalizacija, WT 3 so v temm@mni bistveno izboljSale rezultate v
primerjavi z osnovnim spektrom.

Nadpovpréno tainost uvrganja smo dosegli s porjo prvega odvoda. Iz Grafa 2 je

namre razvidno, da so naj¢ge tocnosti uvrganja dosezene pri prvem odvodu osnovnega
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spektra, prvem odvodu skozi petko prvem odvodu normaliziranega spektra ter prvem
odvodu spektra glajenega z metodo Savitzky-Golay.

Kljub temu, da v Grafu 2 ni bilo signifikantne rikd med rezultati treh in petih meritev,
smo v Grafu 3 prikazali povptg teh meritev. Izkazalo se je, da je odstotek iprav
uvrstitve rastlin pri povpih vrednostih meritev v sploSnem nekoliko nizpwmerjavi z
ved meritvami na tabletko. Se bolj nazorno je to prikao v Grafu 4, kjer je prikazana
primerjava rezultatov za tri meritve in pov{je Rezultati povpr@j so v veliki veini
nizji tako pri osnovnih kot pri glajenih spektriizrok so lahko dol&ene variance znotraj
osebka oz. vrste, ki se izgubijo pri powmeju meritev, zato je za obdelavo podatkov
boljSe imeti v& meritev posamezne tabletke. Pri tem pa je trehzstepati, da ge
Stevilo meritev na tabletko ne pomeni vedno tudijsiiorezultatov, saj so rezultati za tri in
pet meritev primerljivi (Graf 2).

Rezultati po raztinih metodah predobdelave so tudi pri po¢pike vrednostih v sploSnem
boljSi od osnovnih podatkov spektra, kar nam doalapotrjuje smiselnost uporabe

razlicnin metod predobdelave spektra.
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Graf 3. Primerjava odstotkov uvrstitve v pravo vrsto vrbev po razlinih metodah predobdelave IR
spektrov KBr tabletk. Prikazani so rezultati povfir@snovnih in glajenih spektrov treh in petih ntevi
posamezne tabletke.
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Graf 4. Primerjava odstotkov uvrstitve v pravo vrsto vrbev po razlinih metodah predobdelave IR
spektrov treh meritev KBr tabletk in njihovih poepi.

4.1.3. Primerjava tehnike transmisijskih spektrov elih listov s tehniko KBr tabletk

Za konec smo primerjali Se rezultate neglajenirkgpe obeh uporabljenih tehnik, da bi
ugotovili, ali se kljub slabim rezultatom pri ob#thnikah, katera izmed njiju izkaze za
boljSo. V Graf 5 smo zato vkiili rezultate neglajenih IR spektrov celih listar tabletk s
tremi meritvami za posamezno tabletko. Ker smo getavili, da so seti podatkov s

povpre&nimi vrednostmi dajali slabSe rezultate, jih v tafgorimerjave obeh tehnik nismo

vkljugili.
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Graf 5. Primerjava rezultatov neglajenih IR spektrov calégta vrbovcev ter tabletk s tremi meritvami.
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Iz Grafa 5 je razvidno, da je tehnika, pri katanossnemali IR spektre tablet s KBr v
sploSnem dajala boljSe rezultate v primerjavi it snemanja IR spektra celega lista.
Obstajajo sicer dolene izjeme predobdelav spektra, pri katerih so lt@zwvr&anja
boljSi pri celem listu (osnovni spekter, normaligac WT1, glajenje Savitzky-Golay),
vendar je gledano na celotno populacijo rezultaghnika s KBr tabletkami boljSa. Prav
tako se v tem grafu pri tabletkah dobro vidi izBaljje rezultatov z uporabljenimi
metodami predobdelave spektra, medtem ko pri Spekélega lista ni bistvene razlike
med rezultati osnovnega in predobdelanih spektrov.

Ena od vejih pomanikljivosti pri naSem delu je bilo zagotoywemajhno in razino
Stevilo rastlin za posamezno vrsto. Za st&msti obdelavo in vrednotenje to ni ravno
primerno, saj je za posamezno skupino pripiv@ imeti ¢im vegji vzorec (v hasem
primeru ve& rastlin za posamezno vrsto), @emer bi naj bili vzorci enakih velikosti -
enako Stevilo posameznih enot (rastlin) v vzorctst(x Pri vrbovcih tako Se posebej
izstopa vrstd&. angustifolium, pri kateri smo imeli na voljo le dve rastlini. @njeno vrsto
smo zato v setih podatkov s powneni vrednostmi posameznih meritev izpustili, sgj b
pri delitvi rastlin v testni in validacijski del vsakem imeli le po en osebek. Prav tako pa
smo tudi pri drugih vrstah imeli majhne vzorce b osebkov, do najeer osebkov na
vrsto), zato so bili slabi rezultati u¢enja v doléeni meri tudi prtakovani. Ne bi bilo
namre& racionalno pkakovati dobrih rezultatov modelov za wafje, ki so bili
postavljeni na podlagi podatkov iz dveh, treh oseblpri cemer smo Idevali kar med 14
vrstami. Zato smo se bolj kot na visokotriost uvrganja osredoi®li predvsem na
prowevanje vpliva metod predobdelave spektra gadst uvrganja.

Prav tako smo nekaj koristnih informacij verjetagubili z metodo glavnih komponent in
diskriminantno analizo. Z metodo glavnih komponento Stevilo naSih spremenljivk
zman;j3ali na 15 glavnih komponefteprav omenjena metoda poskuda povzeti podatke s
¢im manjso izgubo informacij, je do slednje vseenmanjSi meri prisSlo. Da bi ugotovili,
ali Stevilo glavnih komponent vpliva na kom rezultat, smo tako po koncu nase statisi
obdelave s 15 glavnimi komponentami Se v nekaj @rimv diskriminantno analizo
vkljucili 30 glavnih komponent. Odstotek pravilne uvngtitrastlin se je v vseh primerih
povesal, kar pomeni, da ¥ge Stevilo glavnih komponent lahko zviSa odstote&vpno

uvrenih rastlin.
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4.2. KRCNICE

Tudi pri kiénicah smo kot kaini rezultat primerjali odstotek uvrstitve posamerzastline
v pravo vrsto po razinih metodah predobdelave spektra. Rezultate snmepali pri
vsaki tehniki posebej in nato izvedli Se primerjaeaultatov med obema uporabljenima

tehnikama.

4.2.1. Tehnika snemanja transmisijskih spektrov cét listov

Pri tej tehniki smo dobili rezultate, ki so preddj|ani v Preglednici XI. Omenjena
preglednica vkljduje rezultate za osnovne spektre vseh meritev gtagnjem (NK),
povpr&ne vrednosti meritev (PNK), osnovne spektre vsehiteve po avtomatskem
glajenju s programom Spectrum (GK) ter povpievrednosti glajenih meritev (PGK).

Preglednica XI. Odstotek uvrstitve v pravo vrsto po ré&giih metodah predobdelave IR spektrov celih listov
krenic.

Metoda predobdelave Odstotek uvrstitve v pravo vrsto
spektra NK PNK GK PGK
osnovni spekter 43 50 43 50
prvi odvod 48 44 43 44
drugi odvod 59 61 43 44
normalizacija 72 44 65 44
prvi odvod normalizacije 59 50 72 61
WT 1 57 50 59 44
prvi odvod WT 1 54 39 52 39
WT 3 63 61 52 50
prvi odvod WT 3 56 56 44 44
prvi odvod skozi 5 t&k 63 67 46 33
glajenje Savitzky-Golay 48 56 - -
prvi odvod Savitzky-Golay 57 44 - -
FFT - - 59 39
NK - osnovni spektri posameznih meritev pred glajenjeNK — povpréne vrednosti
posameznih merite\GK — osnovni spektri posameznih meritev po avtomatsgkajenju;
PGK — povpreéne vrednosti posameznih glajenih meritev

Rezultate smo predstavili tudi gr&iio na enak ran kot pri vrbovcih (Graf 6).

Iz Grafa 6 je razvidno, da se odstotek pravilnestitve tako pri osnovnem spektru ter
skoraj pri vseh metodah predobdelave IR spektrajaamad 40 %, najboljSi rezultat pa
presega 70 %. \&g odstotek pravilne uvrstitve je bil dosezen tgkotreh meritvah lista
posamezne rastline, kot tudi pri poujile teh meritev. Slednja so tudi v tem primeru

dajala nekoliko slabSe rezultate v primerjavi sgmesznimi meritvami lista, vendar pa
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razlika ni tako ¢itna. Prav tako je kar nekaj primerov, kjer so pavja dajala celo boljSe

rezultate.
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Graf 6. Odstotek uvrstitve v pravo vrsto po rénih metodah predobdelave IR spektrov celih listainic.

S primerjavo neglajenih (NK) in glajenih (GK) IR egrov kenic lahko opazimo, da
dajejo glajeni spektri pri enakih metodah predoadel v glavhem nekoliko slabSe
rezultate. 1z tega bi lahko sklepali, da uporabtomatskega glajenja, ki ga omago
programska oprema uporabljenega spektrometra, enmagimeru ni smiselna. Vzrok bi
lahko bil v tem, da pri glajenju ne odstranimo sa#niona, ampak izgubimo tudi manjSe
signale, ki nosijo pomembno informacijo o vrsti pogezne rastline. Bolj primeren dna
odstranjevanja Suma je glajenje Savitzky-Golayy kem primeru daje nekoliko boljSe
rezultate v primerjavi z osnovnim spektrom.

Smiselno je narediti tudi druge predobdelave osaganspektra, saj ham te omog
dosei vecji odstotek pravilne uvrstitve. Izmed uporabljemietod predobdelave spektra
sicer ni nobene, ki bi pri vseh setih podatkovédna izboljSala rezultate, so pa doéme
metode, ki v veliki meri izboljSajo odstotek prangl uvrstitve pri vsaj enem setu podatkov.
Pri setih podatkov z wemi meritvami se kot najboljSa metoda predobdelaneneglajenih
spektrih izkaze normalizacija (uvrstitev v pravilacsto se je izboljSala za skoraj 30 % v
primerjavi z osnovnim spektrom), pri glajenih sp#kpa prvi odvod omenjene metode.

S primerjavo razéinih prvih odvodov (1. odvod osnovnega spektra inmadiziranega
spektra, 1. odvod WT1, WT3, glajenja Savitzky-Gotay 1. odvod skozi 5 t&) lahko
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opazimo, da so kombinacije dveh metod predobdedpe&tra smiselne. Eoost uvrganja
je pri kombinacijah metod ¥g@ v primerjavi s prvim odvodom osnovnega spektra.

Iz doslej ugotovljenih dejstev lahko povzamemo,jalaa vejo tocnost uvrganja rastlin
rodu ke&nic v pravo vrsto pri tej tehniki potrebno upoStiewase tri posnete transmisijske
IR spektre listov posamezne rastline, g@mer jih je pred statisino analizo pripordjivo

normalizirati.

4.2.2. Tehnika snemanja transmisijskih spektrov taketk s KBr

Tabletke, ki smo jih izdelali iz listov &nic smo statistino obdelali enako kot spektre
tabletk vrbovcev, kar pomeni, da smo tudi v temmeru naredili celotno statigtio
obdelavo podatkov Se na petih meritvah posamezbketika in njihovih povprgih.
Rezultati so prikazani v Preglednici XII.

Preglednica XII. Odstotek uvrstitve v pravo vrstodic po razlénih metodah predobdelave IR spektrov
tabletk s KBr.

Metoda Odstotek uvrstitve v pravo vrsto
predobdelave NK- [ PNK-| GK- [ PGK-| NK- [ PNK-| GK- | PGK-
spektra tbl 3m | tbl 3m | tbl 3m | thl 3m | tbl 5m | tbl 5m | tbl 5m | tbl 5m
osnovni spekter 58 58 49 53 56 47 45 58
prvi odvod 68 63 68 68 70 68 66 63
drugi odvod 63 74 81 68 65 84 79 74
normalizacija 75 84 63 68 64 74 64 63
ZI @t 68 74 61 68 76 79 65 68
normalizacije
WT 1 46 63 47 37 51 53 50 47
prvi odvod WT 1 68 58 79 74 70 58 76 58
WT 3 67 58 70 68 70 79 75 79
prvi odvod WT 3 61 53 75 79 70 58 79 74
PVl Odt‘:) 2ﬁ skozis | g5 68 70 74 66 74 74 58
glajenje Savitzky- 60 53 i i 59 42 i )
Golay
prvi odvod Savitzky- ) ) ) )
Golay 67 74 72 68
FFT - - 72 63 - - 71 68
NK - osnovni spektri posameznih meritev pred glajenfeNK — povpréne vrednosti posameznih neglajenih meritev;
GK — osnovni spektri posameznih meritev po avtomatsigajenju;PGK — povpréne vrednosti posameznih glajenih meritev;
tbl_3m — obdelava treh posameznih meritihl; 5m — obdelava petih posameznih meritev
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Graf 7. Primerjava odstotkov uvrstitve v pravo vrst@rkic po razlénih metodah predobdelave IR spektrov
KBr tabletk. Prikazani so rezultati osnovnih injghih spektrov treh in petih meritev posameznesiidel

S primerjavo rezultatov treh in petih meritev nbalégko (npr. NK-tbl_3m in NK-tbl_5m)
lahko iz Grafa 7 razberemo, da rezultati pri petgritvah niso bistveno boljSi v primerjavi
s tremi meritvami, iZesar lahko sklepamo, da z¢aejem Stevila meritev ne dosezemo
tudi znatno boljSih rezultatov.

V primerjavi s tehniko snemanja spektra celegan ljst bilo v tem primeru avtomatsko
glajenje spektra nekoliko uspesSnejSe, saj so glajgaktri dajali za nekaj odstotkov boljSe
rezultate v primerjavi z neglajenimi (NK-tbl_3m.\GK-tbl_3m). V povezavi z ostalimi
rezultati ne moremo trditi, da je omenjeno glajegea od pomembnejSih metod
predobdelave spektra za doséguo boljSega uvr&nja rastlin v pravo vrsto.

Razvidno je, da dotene metode predobdelave dajejo veliko boljSe ratault primerjavi z
osnovnimi spektri. Pri treh meritvah posamezne ekl so neglajeni spektri dajali
najboljSe rezultate po normalizaciji, pri podatkipetimi meritvami za posamezno tabletko
pa smo najviSjo pravilno uvrstitev dosegli s prvodvodom normaliziranega spektra.
Omenjeni metodi sta se ze pri snemanju spektroggeelista izkazali za uspesni, zato
lahko sklepamo, da je za boljSatitev med vrstami rodiHypericum spektre smiselno
normalizirati in po normalizaciji izkunati prvi odvod. Metoda, ki se pri tej tehniki ni
izkazala za uspesno je WT 1, pri kateri smo v wdhprikazanih Stirih setov podatkov
dobili slabSe rezultate v primerjavi z osnovnim lgpem. Pri glajenih spektrih pa je

najuspesnejSa metoda predobdelave spektra drugdaspektra.
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Rezultati prvega odvoda osnovnega spektra in koachimprvega odvoda z drugimi
metodami predobdelave se v tem primeru bistvenoarkkujejo, vendar so vsi dajali
boljSe rezultate v primerjavi z osnovnim spektrom.

Da se rezultati setov podatkov s tremi in petimritaami na posamezno tableto le malo
razlikujejo in da z WT 1 ne dosezemo izboljSanjut@atov osnovnega spektra, je vidno
tudi iz Grafa 8, v katerem smo primerjali rezulta¢gtov podatkov povpég meritev.
Smiselnost glajenja v tem primeru tezko opredelisey, v priblizno polovici primerov
glajeni spektri dajejo boljSe rezultate v primerjawneglajenimi, v drugi polovici primerov
pa enake ali slabSe rezultate.

Ce se osredotimo na vpliv povpréenja meritev na rezultate, vidimo, da tudi v tem
primeru dajejo povpkga za spoznanje slabSe rezultate z nekaj izjemiiad slednjimi
najbolj izstopa visoka vrednost pravilno wesih keEnic pri neglajenih spektrin s tremi
(PNK — tbl_3m; normalizacija) ter petimi meritvama tabletko (PNK — tbl_5m; drugi
odvod), saj ta vrednost predstavlja nas najbadigultat pri uvr8anju rastlin v pravo vrsto
(84 %).
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Graf 8. Primerjava odstotkov uvrstitve v pravo vrst@mic po razlénih metodah predobdelave IR spektrov
KBr tabletk. Prikazani so rezultati povgijeosnovnih in glajenih spektrov treh in petih ntevi posamezne
tabletke.
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Graf 9. Primerjava odstotkov uvrstitve v pravo vrstérkic po razlénih metodah predobdelave IR spektrov
treh meritev KBr tabletk in njihovih povpsig

V Grafu 9 smo zaradi boljSe preglednosti zdruzéliaspodatkov s tremi meritvami na
tabletko (NK in GK) ter seta podatkov s poujréeh meritev (PNK in PGK). Tako je iz
tega grafa Se bolj razvidno, da so po¥jaeosnovnih spektrov v ¥ai primerov dajala
slabSe rezultate ter katere metode predobdelaws®e spkazale za bolj in katere za manj
uspesne. Gledano na rezultate vseh Stirih setoatkod WT 1 pri nasi tehniki ni smiselna.
Vzrok je verjetno prevelika izguba informacij, dajt je ze razlozeno v poglavju Izvoz
podatkov in predobdelava spektra, ta stopnjéneatransformacije vsebuje le Se polovico
tock celotnega spektra. Visjodoost uvrganja pa smo dosegli z njenim prvim odvodom,
kar nam v doldeni meri nakazuje smiselnost uporabe prvega odwo#ambinaciji z
drugimi metodami. Prav tako nismo bistveno izbdiljgezultatov z glajenjem Savitzky-
Golay. Ostale metode so v sploSnem dajale vseebodiultate v primerjavi z osnovnim

spektrom.

4.2.3. Primerjava tehnike transmisijskih spektrov elih listov s tehniko KBr tabletk
Toénost uvrganja obeh uporabljenih tehnik, transmisijskih IRelgpov celih listov in
transmisijskih IR spektrov tabletk s KBr, smo primaé v Grafu 10. Primerjali smo le
neglajene spektre treh meritev na posamezno rastRazvidno je, da smo s tehniko
snemanja transmisijskih IR spektrov tabletk s KBsegli viSjo ténost uvrganja pri vseh

metodah predobdelave spektra, z izjemo WT 1. SikehkBr tabletk smo rezultate, ki
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smo jih dobili pri transmisijskih IR spektrin cekegjsta kenic, Se izboljSali, saj se rezultati
v veliki vecini nahajajo v obmgu med 50 in 80 %.

Pri obeh tehnikah nismo dosegli bistveno viSjgntsti uvr§anja z glajenjem Savitzky-
Golay. Omenjena metoda se tudi pri drugih setihagamnl/ ni izkazala za prevauspesno,
prav tako tudi avtomatsko glajenje spektra v sgasmi pripomoglo k boljSim rezultatom.
Smo pa opazili manjSo razliko mednostjo uvrganja po obeh metodah glajenja spektra,
in sicer smo z glajenjem Savitzky-Golay dosegliali&do viSje rezultate v primerjavi z
avtomatskim glajenjem programa Spectrum. To je dalplosledica samega principa
delovanja glajenja. Iz Slike 17 je razvidno, dat@pnja glajenja pri avtomatskem glajenju
vecja kot pri glajenju Savitzky-Golay. Pri tem se lahkgubijo dol@eni manjsi signali, ki
nosijo pomembno informacijo zaditev med vrstami. Ker je ndoglajenja Savitzky-Golay
manjSa, je tudi izguba informacij manjSa, kar pdieo lahko vodi do viSje tmosti
uvr&Zanja. Z glajenjem tako ne odstanimo samo Suma, lampgetno tudi nekatere
informativne signale, zato je boljSe za wan§je rastlin uporabiti osnovne spektre in jih

obdelati z drugimi uspesnejSimi metodami.
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Graf 10. Primerjava rezultatov neglajenih IR spektrov calégta kenic ter tabletk s tremi meritvami.

Pri vseh setih podatkov smo viSjoctost uvrganja v primerjavi z osnovnim spektrom
dosegli s prvim odvodom, bodigez dve toki ali ¢ez pet tok. Prav tako smo tmost
uvr&anja izboljSali s kombinacijami metod predobdelaspektra, pri katerih smo v

drugem koraku izraunali prvi odvod dobljenih podatkov (normalizacijaalkna
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transformacija). 1z tega lahko prvi odvod ozim@o za metodo, ki je uspesSna in zato
priporciljiva za predobdelavo spektra pri usa8ju rastlin v vrste.

Zaklju¢imo lahko, da je za uvrSanje rastlin roddypericum najuspesSnejSa tehnika
snemanja transmisijskih IR spektrov KBr tabletk, ggmer za uvi&nje rastline v vrsto
uporabimo tri meritve posamezne tabletke. Spel@reg doseganje boljSih rezultatov
priporciljivo obdelati z metodami, kot so prvi odvod, nofinacija in njen prvi odvod ter

prvi odvodcez pet tok.

4.3. PRIMERJAVA TO CNOSTI UVRSCANJA VRBOVCEV S
TOCNOSTJO UVRSCANJA KR CNIC

Za konec smo v Grafu 11 primerjali Se rezultateovdev in kenic, pridobljenih z obema
tehnikama. Za obe tehniki smo v graf vkijule neglajene spektre treh meritev posamezne
rastline. Iz tega grafa je dobro razvidno, da gmdrénicah (NK — list in NK — tbl_3m) z
obema tehnikama dosegli bistveno viSjonst uvrganja v primerjavi z vrbovci (NV —
list in NV- tbl_3m), ter da je pri posameznem raghnika snemanja transmisijskih IR
spektrov tabletk s KBr boljSa v primerjavi s telmignemanja transmisijskih IR spektrov
celih listov.

K vegji tocnosti uvrganja kenic so v doldeni meri pripomogli tudi v@i vzorci rastlin za
posamezno vrsto. Pridmicah smo imeli za posamezno vrsto po 10 preddtavnie pri
H. perforatum subsp. veronense smo imeli samo 4. Vse skupine, razen omenjendjleo
tako enake velikosti, kar je veliko boljSe za statno vrednotenje v primerjavi z vrbovci,
kjier smo imeli manj predstavnikov za posameznooyrgirav tako pa se je Stevilo
predstavnikov od vrste do vrste razlikovalo.

Pomemben dejavnik za razlikovanje med vrstami @ wama zgradba listov rastlin
posameznega rodu. Vrbovci imajo na povrsini ligttagice, zato jih je lazje razlikovati z
ATR-IR spektroskopijo, ki analizira vzorce na parrsZa kicnice pa je znalno, da imajo
Zleze v notranjosti lista, zato je primernejSa sraisijska IR spektroskopija, pri kateri

Zarek potuje skozi vzorec.
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Graf 11. Primerjava rezultatov neglajenih spektrov vrbovaekrénic po razlénih metodah predobdelave
spektra pri obeh uporabljenih tehnikah — trangekigi IR spektrih celih listov in transmisijskih 18pektrih
tabletk s KBr.

Iz Grafa 11 lahko tudi razberemo smiselnost upopisamezne predobdelave spektra. Pri
vseh metodah predobdelave spektra, z izjemo narawike, so rezultati v vseh primerih,
razen NV- list, boljSi v primerjavi z osnovnim spekn. Omenjena tehnika (NV — list) je
dajala tudi najslabSe rezultate. Pri tej tehnikilitme metode v sploSnem ne izboljSajo
tocnosti uvrganja vrbovcev v pravo vrsto glede na osnovni speldina metoda, ki pri
obeh rodovih in obeh tehnikah izboljSatriost uvréanja je normalizacija. Omenjena
metoda je posebnaimkovita pri k€nicah, saj z njo dosezemo bistveno boljSe rezultate
primerjavi z rezultati osnovnega spektra. Od dstaletod velja izpostaviti tudi prvi odvod
osnovnega spektra, s katerim prav tako izboljSandnotst uvr§anja v pravo vrsto, Se
posebej pri tabletkah s KBr ter prvi odvod s pradftion glajenjem Savitzky-Golay ali WT
1. Prav tako med uspesSne metode lahko Stejem@tuidbdvod skozi pet tk.

NajmanjSe izboljSanje rezultatov v vseh primeritsedtemo z vého transformacijo prve
stopnje (WT 1) in samo z glajenjem Savitzky-Golay.

Za uvrganje rastlin v pravo vrsto sta tako na osnovi uggaih dejstev najprimernejsi

metodi za predobdelavo spektra normalizacija in @avod spektra.
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5. SKLEP

V diplomski nalogi smo praievali uspesSnost transmisijske IR spektroskopijeipr&anju
vrbovcev in k&nic v pravo vrsto z uporabo dveh rénih tehnik. V&jo to¢nost uvrganja
rastlin v pravo vrsto smo pri obeh rodovih doseglitehniko, pri kateri smo merili
transmisijske IR spektre izdelanih KBr tabletk.

Spektre smo pred statigtio analizo obdelali z razhimi metodami. Z njimi pri
transmisijskih IR spektrih listov vrbovcev nismosegli izboljSanja tétnosti uvrganja v
primerjavi z osnovnim spektrom, medtem ko se jdaivletkah vrbovcev kot najuspesnejsi
izkazal prvi odvod osnovnega spektra. Ptinkcah smo z vsemi uporabljenimi metodami
pri obeh tehnikah izboljSali tmost uvrganja osnovnega spektra, nanpkovitejSa med
njimi pa je bila normalizacija.

Pri obeh tehnikah smo ugotovili, da je za viSjonitst uvrganja potrebnih we meritev
posameznega osebka (v nasih primerih tri), kljubugya véanje Stevila meritev (na pet)
ne pomeni tudi vedno ¥ge tacnosti uvrganja.

Toc¢nost uvrganja je bila pri kénicah veliko boljSa kot pri vrbovcih. Vzrok za stab
uvr&anje vrbovcev je bilo majhno Stevilo osebkov prsgmezni vrsti. Modeli uvianja
so bili tako postavljeni na osnovi dveh, treh oseblzato ne bi bilo racionalno pakovati
dobrih rezultatov uvi&nja, saj smo kevali kar med 14 vrstami. Celoten proces tanga
vrbovcev v vrsto bi bilo zato smiselno ponoviti &wni predstavniki za posamezno vrsto.
Drug razlog za slabSo dnost uvrganja pri vrbovcih je verjetno v sami zgradbi intags
listov posamezne rastline. #rice imajo v notranjosti listov zleze, ki vsebujepzlicne
snovi, na osnovi katerih lahko razlikujemo med amsit Z optimizacijo celotnega procesa
uvr&Zanja rastlin (npr. vge Stevilo glavnih komponent) bi verjetno lahko frénicah
tocnost uvrganja Se izboljsali.

Iz dobljenih rezultatov lahko zakiimo, da transmisijska IR spektroskopija ni dovolj
primerna metoda za razlikovanje med vrstami vrbevé&imerna pa je za razlikovanje
med vrstami kimic, predvsem po ustrezni predobdelavi (normaljaacprvi odvod
normalizacije, prvi odvodez dve in pet @k) posnetih IR spektrov KBr tabletk. To je do
dolocene mere tudi posledica kakovostnejSega seta pmdatk kicnicah in manjSega

Stevila vrst (7 vrst) v primerjavi z vrbovci (14st).

53



Metka Rihtaré: Ugotavljanje vrstne pripadnosti vzorcev vrbovaekrenic s transmisijsko infrarde spektroskopijo

LITERATURA

1. Prijatelj N: Farmakognozija, rastlinske drog&3) Ljubljana, 2003; 65: 86-87.

2. Battinellli L, Tita B, Evandri M, Mazzanti G: Aimicrobial Activity of Epilobium spp.
Extracts. Il farmaco 2001; 56: 345-348.

3. Martirgi¢ A, Wraber T, Jogan N, Ravnik V, Podobnik A, Turk BeS B: Mala flora
Slovenije, TehniSka zalozba Slovenije, Ljubljan@9a: 38-44, 289-291, 357-359.

4. Strgulc KrajSek S, Dermastia M, Jogan N: Detaation Key for Central European
Epilobium Species Based on Trichome Morphology. Bot Helv&2ad.6: 169-178.

5. Vitali F, Fonte G, Saija A, Tita B: Inhibitionf dntestinal Motility and Secretion by
Extracts ofEpilobium spp. in Mice. J Ethnopharmacol 2006; 107: 342-348.

6. Toth B, Blazics B, Kery A: Polyphenol Compositi@nd Antioxidant Capacity of
Epilobium Species. J Pharmaceut Biomed 2009; 49: 26-31.

7. Ducrey B, Marston A, Gohring S, Hartmann R W,stéttmann K: Inhibition of &
reductase and Aromatase by the Ellagitannins OemotA and Oenothein B from
Epilobium Species. Planta Med 1997; 63(2): 111-114.

8. Hevesi BT, Houghton PJ, Habtemariam S, Kery Atiégxidant and Antiinflammatory
Effect of Epilobium parviflorum Schreb. Phytother res 2009; 23(5): 719-724.

9. Ducrey B, Wolfender J, Marston A, HostettmannAiRalysis of Flavonol Glycosides of
Thirteen Epilobium Species (Onagraceae) by LC-UV and Thermospray |%-M
Phytochemistry 1995; 38: 129-137.

10. Stace C A, Plant Taxonomy and Biosystematiespd edition, Cambridge University
Press, 1989: 86-89.

11. Obradouwi M: Razlikovanje vrst vrbovceVvefilobium) na podlagi fitokemijske analize

s kapilarno elektroforezo. Diplomska naloga. Fa#aliza farmacijo, 2004.

12. Vitanc M: Optimizaciia HPLC metode za kemotal@msko analizo vrbovcev.
Diplomska naloga. Fakulteta za kemijo in kemijs&brtologijo, 2005.

54



Metka Rihtaré: Ugotavljanje vrstne pripadnosti vzorcev vrbovaekrenic s transmisijsko infrarde spektroskopijo

13. Buh P: Razlikovanje vrst vrbovceEpflobium) s pomdajo IR spektroskopije.

Diplomska naloga. Fakulteta za farmacijo, 2006.

14. Miller A L: St. John's WortHypericum perforatum): Clinical Effects on Depression
and Other Conditions. Altern Med Rev 1998; 3(1):288

15. Ciccarelli D, Cesare Andreucci A, Pagni A: Tslaicent Glands and Secretory Canals
in  Hypericum perforatum L. (Hypericaceae): Morphological, Anatomical and
Histochemical Studies During the Course of Ontogené\nn Bot-London 2001; 88: 637-
644.

16. Potoglu Erkara I, Tokur S: Morphological andafomical Investigations on Some
Hypericum L. Species Growing Naturally in and Around Eskisefirakya University
Journal of Science 2004; 5(2): 97-105.

17. Galati EM, Contartese G, Miceli N, Taviano M¥drafkakis V, Couladis M, Tzakou
O, Lanuzza F: Antiinflammatory and Antioxidant Adty of Hypericum rumeliacum
Boiss. subsp. apollinis (Boiss. & Heldr.) Robson & Strid Methanol ExtraPtytother Res
2008; 22(6): 766-771.

18. Borrelli F, 1zzo A: Herb-Drug Interactions Witbt John's Wort Hypericum
perforatum): An Update on Clinical Observations. The AAPSrdali2009; 11: 710-727.

19. Melzer J, Brignoli R, Keck M, Saller R: Hypericum Extract in the Treatment of
Depressive Symptoms in Outpatients: An Open Stkdysch Komplementmed 2010; 17:
7-14.

20. Savikin K, Dobi S, Tadé V, Zduni G: Antiinflammatory Activity of Ethanol
Extracts ofHypericum perforatum L., H. barbatum Jacq. H. hirsutum L., H. richeri Vill.
andH. androsaemum L. in Rats. Phytother Res 2007; 21(2): 176-180.

21. Jacobson J M, Feinman L, Liebes L, Ostrow Nsl&wski V, Tobia A, Cabana B E,
Lee D-H, Spritzler J, Prince A M: Pharmacokineti@afety and Antiviral Effects of
Hypericin, a Derivative of St. John's Wort PlantPatients with Chronic Hepatitis C Virus
Infection. Antimicrob Agents Ch 2001; 45(2): 517452

22. Frlan R, Sollner Dolenc M: Induktorji citokrom®450. Farm vestn 2007; 58: 92-96.

55



Metka Rihtaré: Ugotavljanje vrstne pripadnosti vzorcev vrbovaekrenic s transmisijsko infrarde spektroskopijo

23. Kac J, Mlinak A: Pomembne interakcije nekaterih zdravilnih nastt zdravili.
Zdravstveni vestnik 2004; 73: 667-67.

24. Maggi F, Ferretti G, Pocceschi N, Menghini Licdtutelli M: Morphological,
Histochemical and Phytochemical Investigation af thenusHypericum of the Central
Italy. Fitoterapia 2004; 75: 702-711.

25. Umek A, Kreft S, Kartnig T, Heydel B: Quantitat Phytochemical Analyses of Six
Hypericum Species Growing in Slovenia. Planta Med 1999;3&8-390.

26. Soelberg J, Bolt Jorgensen L, Jager A: Hyperf@iccumulates in the Translucent
Glands ofHypericum perforatum. Ann Bot-London 2007; 99: 1097-1100.

27. Gunzler H, Gremlich H: IR Spectroscopy, Wile¢GN Verlag GmbH, Weinheim,
2002: 1-6, 81-142.

28. Stuart B: Infrared Spectroscopy: Fundamentats Applications, Wiley, Chichester,
2004: 1-56.

29. Pavia D, Lampman G, Kriz G, Vyvyan J: Introdoistto Spectroscopy, 4th Edition,
Brooks/Cole, Cengage Learning, 2009: 15-31.

30. Ostir K: Daljinsko zaznavanje, Zalozba ZRC Hljana, 2006: 205.

31. Skoog D, Holler J, Nieman T: Principles of tostental Analysis, 5th Edition,
Harcourt Brace & Company, Florida, 1998: 380-428.

32. Savitzky A, Golay M: Smoothing and Differenittet of Data by Simplified Least
Squares Procedures. Anal Chem 1964; 36(8): 162%9-163

33. Adams M J: Chemometrics in Analytical Spectopg¢c The Royal Society of
Chemistry 1995: 34-47.

34. http://www.knowitall.com/literature/applicationotes/an-search-strat-1.pdf, dostopano
24.4.2010.

35. Bos M, Vrielink J A M: The Wavelet TransformrfBre-processing IR spectra in the
Identification of Mono- and Di-substituted Benzen€hemometr Intell Lab 1994; 23:
115-122.

56



Metka Rihtaré: Ugotavljanje vrstne pripadnosti vzorcev vrbovaekrenic s transmisijsko infrarde spektroskopijo

36. Addison P S: The lllustrated Wavelet Transfadandbook, Institute of Physics
Publishing, Bristol, 2002: 6-141.

37. He Y, Li X, Deng X: Discrimination of Varietiesf Tea Using Near Infrared
Spectroscopy by Principal Component Analysis andNB&lel. J Food Eng 2007; 79:
1238-1242.

38. Shao X, Zhuang Y: Determination of ChlorogeAmd in Plant Samples by Using
Near-Infrared Spectrum with Wavelet Transform Poepssing. Anal Sci 2004; 20: 451-
454,

39. Adamk S: Temelji biostatistike, Partizanska knjiga, TQZ[ubljana, 1980: 93-97.

40. KoSmelj K: Metoda glavnih komponent: osnov@iimer. Acta agriculturae Slovenica
2007; 89(1): 159-172.

41. http://www.ljudmila.org/matej/statistika/mvanfit dostopano 30.04.2010.

42. Hair Jr J F, Anderson R E, Tatham R E: Mulista Data Analysis with Readings, 2nd
Edition, ZDA, 1987: 295-336.

43. Omahen BratuSa J: Ugotavljanje vrstne pripatina®rcev iz rodovHypericum in
Epilobium z infrard€o spektroskopijo. Diplomska naloga. Fakulteta zen&ijo, 2009.

57



