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POVZETEK

Kofein postaja vse bolj vsakdanji ¢lovekov spremljevalec v prehrani in prehranskih dopolnilih. Hrani je danes
dodanih veliko kemiénih spojin, med njimi tudi kofein, , zato raziskovalci preucujejo njihove vplive na ¢loveski
organizem. Pri testih toksi¢nosti se uporabljajo testni organizmi. Namen nase raziskovalne naloge je bil z metodo
eksperimenta preuditi, kako razliéne koncentracije kofeina vplivajo na hitrost srénega utripa testnih organizmov.
Pri tem smo kot testne organizme uporabili vodne bolhe (Daphnia magna) in s pomocjo svetlobne mikroskopije
raziskali vpliv kofeina na njihov sréni utrip. Uporabljene so bile tri razlicne koncentracije kofeina in destilirane
vode: 0,08 g/L, 0,16 g/L in 0,24 g/L. Poleg tega so bili posnetki izvedeni po dveh ¢asovnih postavkah, po 5 in 10
minutah. Raziskava je pokazala, da kofein zniza $tevilo srénih utripov vodnih bolh. Poleg tega smo zaradi razli¢nih
koncentracij kofeina dokazali tudi, da razli¢ne koncentracije razli¢no vplivajo na sréni utrip, in sicer vecja kot je
koncentracija, vecje je znizanje utripa. Rezultati so pokazali tudi vpliv ¢asa izpostavljenosti — daljsi kot je bil ¢as
izpostavljenosti, vecje znizanje srénega utripa je bilo opazno pri organizmih. Ker kofein postaja vse bolj prisoten
v izdelkih, se povecuje verjetnost njegovega pojavljanja tudi v naravnih (predvsem vodnih) ekosistemih, zato je

poznavanje njegovega vpliva na organizme kljuénega pomena.

Kljuéne besede: VVodne bolhe, kofein, srce, sréni utrip, Daphnia magna
ABSTRACT

Caffeine is becoming an increasingly common component of human diets and dietary supplements. Similar to
caffeine, many other chemical compounds are added to food, prompting researchers to study their effects on the
human body. Test organisms are commonly used in toxicity tests. The aim of our research was to experimentally
investigate how different concentrations of caffeine affect the heart rate of test organisms. We used water fleas
(Daphnia magna) as test organisms and examined the effect of caffeine on their heart rate using light microscopy.
Three different caffeine concentrations in distilled water were tested: 0.08 g/L, 0.16 g/L, and 0.24 g/L.
Additionally, observations were recorded at two time points: after 5 and 10 minutes. The study demonstrated that
caffeine decreases the heart rate of water fleas. Furthermore, we confirmed that different concentrations have
varying effects on heart rate: the higher the caffeine concentration, the greater the reduction in heart rate. The
results also revealed the influence of exposure time, showing that prolonged exposure led to a more pronounced
decrease in heart rate. As caffeine becomes increasingly prevalent in consumer products, its presence in natural
ecosystems, particularly aquatic environments, is also rising. Therefore, understanding its impact on organisms is

of critical importance.

Keywords: Water fleas, caffeine, heart, heart rate, Daphnia magna
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1. UVOD
Od prvih poskusov prodaje energijskih pija¢ v ZDA, kot so Dr Pepper in pozneje Red bull,

je popularnost in prodaja le-teh eksponentno narasla. Danes poznamo neSteto podjetij,
svetovno znanih in manj znanih, ki proizvajajo energijske pijace. Oglasevanje in vabljive
embalaze ter malo podatkov o nevarnostih za zdravje omogocajo industriji energijskih pijac

veliko prodajnost njihovih izdelkov in velike dobicke.

Danes so energijske pijace izredno lahko dostopne vsem starostnim skupinam. To poment,
da lahko otroci in najstniki dostopajo do izdelkov, katerih negativnih u¢inkov se ne zavedajo

0z. jih ne poznajo.

Ena glavnih sestavin energijskih pijac je kofein, naravni stimulant in droga, ki je danes dodan
tudi mnogim drugim Zivilom in prehranskim dodatkom. SploSna javnost pozna njegove
pozitivne ucinke na telo, kot so povecana budnost in pozornost. Vse bolj zaskrbljujoca pa je
vse vecja prisotnost kofeina v zivilih in vse vecji vnos kofeina v telo. Slednje je povzrocilo
vse veje zanimanje za kofein in njegove vplive na cloveski organizem med pristojnimi

organi in raziskovalci.

Dosedanje Studije so ze dokazale, da je prekomerno uzivanje kofeina skodljivo za nosecnice,

otroke in mladostnike ter med drugim tudi za ljudi s srénimi tezavami.

Vpliv kofeina na srce in sréni ritem ter njegovo delovanje je Se vedno slabo raziskano.
Raziskave o vplivih kofeina podajajo razli¢ne rezultate. Zanimalo nas je, kakSne rezultate bi

podala Se ena raziskava na podrocju vpliva kofeina na srce in sréni ritem.

Neposrednega vpliva kofeina na Cloveka v okviru raziskave ni bilo mogoce izvesti, zato Smo
si pomagali s testnimi organizmi, v tem primeru vodnimi bolhami (Daphnia magna). Slednje
so relativno preprost in Siroko uporabljen organizem za testiranje vpliva razli¢nih snovi.

Tokrat so bile vodne bolhe izpostavljene razlicnim masnim koncentracijam kofeina.
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1.1 METODOLOGIJA RAZISKOVALNEGA DELA

V raziskovalni nalogi smo uporabili naslednje raziskovalne metode:

- Z deskriptivno metodo smo predstavili teoreticna izhodisca.

- Z metodo eksperimenta smo pridobili podatke o vplivu kofeina na sréni utrip vodnih
bolh.

- Z metodo analize podatkov smo interpretirali dobljene rezultate.

- Z metodo komparacije smo naSe dobljene rezultate primerjali z Ze opravljenimi

podobnimi Studijami.

1.2 NAMEN IN CILJI RAZISKOVALNEGA DELA
Namen raziskovalne naloge je bil preuciti, kako razli¢ne koncentracije kofeina vplivajo na

hitrost srénega utripa vodne bolhe vrste Daphnia magna.
Cilji raziskovalne naloge so bili:

- Raziskati, kako je mogoce testne organizme vodne bolhe vrste Daphnia mgna gojiti
v laboratorijskih razmerah.

- IzraCunati ustrezne masne koncentracije in pripraviti ustrezne raztopine za
eksperiment.

- Spoznati racunalniski program Program Motic Images Plus 3.0(x64) in z njim
ustvariti mikroskopske posnetke srénega utripa vodne bolhe (Daphnia magna).

- Raziskati, kako razli¢ne koncentracije kofeina vplivajo na sréni utrip vodnih bolh
(Daphnia magna).

- Raziskati, kako razlicna ¢asovna obdobja izpostavljenosti razlicnim koncentracijam

kofeina vplivajo na spremembo srénega utripa.

1.3 HIPOTEZE

Hipoteza 1: Prisotnost kofeina bo vplivala na sréni utrip vodnih bolh (Daphnia magna).
Hipoteza 2: Zaradi prisotnosti kofeina se bo sréni utrip vodne bolhe povisal.
Hipoteza 3: Stevilo srénih utripov se bo med posameznimi koncentracijami razlikovalo.

Hipoteza 4: Razlika med normalnim srénim utripom in srénim utripom po izpostavljenosti

kofeinu bo po daljsem ¢asu izpostavljenosti (10 min) vecja.
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2. TEORETICNI DEL

2.1 TAKSONOMIJA
Splosno slovensko ime organizma je vodna bolha. Rod vodnih bolh (Daphnia sp.) spada v
domeno evkarionti, znotraj nje pa v kraljestvo zivali. Organizmi so del debla ¢lenonozci in

poddebla raki, kamor sodijo tudi kozice, jastogi in raki.

Vodne bolhe spadajo v razred Branchiopoda oz. raki listonoZci, znotraj slednjega pa v red
Cladocera ali Amnopoda/vodne bolhe. Rod vodnih bolh uvr§¢amo v druZino vodnih bolh ali
Daphniade. Poznamo ve¢ kot 100 vrst vodnih bolh, med njimi sta na primer: Daphnia magna

in D. pulex.

2.2 MORFOLOGIJA

Telo odraslih osebkov vodnih bolh je prosojno, bo¢no stisnjeno in izrazito trebusasto.
Obdaja ga dvodelni oklep oz. lupina, imenovana karapaks. Slednji je po hrbtnem delu
gredljat, konca pa se s trnastim izrastkom. Zgrajen je vec¢inoma iz hitina. Celotno telo je

prosojno, kar omogoca pogled v njihovo notranjo anatomijo. (Fox, 2006)

Vodne bolhe imajo pigmentirano sestavljeno oko, sestavljeno iz 22 omatidijev. Oko nastane
iz dveh delov, ki se zdruzita pri embrionalnem razvoju. OKo je obdano z o¢esnimi misicami,

ki mu omogocajo premikanje. (Mee, in drugi, 2022)

Glava je kljunasta in upognjena navzdol. Ventralni (na trebusni strani) del glave tvori
koni¢ast rostrum. Dorzalno (hrbtna stran) je glava povezana s preostalim delom telesa,
ventralno pa je lo¢ena z razpoko. Na glavi imajo vodne bolhe dva para anten oz. tipalnic.
Drugi par je povecan in preoblikovan v plavalni organ. Slednji izhaja iz enega bazalnega
¢lena, peclja, ki ga upravljajo misice. Na vrhu peclja se struktura razcepi v dva dela. Oba
dela imata na vrhu $cetinaste strukture, ki povecajo povr$ino antene in tako pomagajo pri

plavanju. Prvi par je zelo majhen in se nahaja na konici rostruma. (Fox, 2006) (Dieter, 2005)
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Slika 1: Ventralni pogled na odraslo samico vodne bolhe. (Dieter, 2005)

2.3 ANATOMIJA

2.3.1 PREBAVNI SISTEM

Vodne bolhe so filtratorji, prehranjujejo se s filtriranjem snovi iz vode. Hrano filtrirajo s
pomocjo petih (pri D. magna) okoncin v prsnem kosu (Slika 3). Sploséene, listom podobne
okong¢ine ustvarjajo vodni tok od sprednje strani proti zadnji in tako lovijo hrano. Hrano nato
zadrzi filtrirni aparat (ang. setal filter), dokler ta ne doseze ust. Nato potuje skozi mandibulo
(ang. mandibles) (Slika 3) in vstopi v poziralnik, ki je prvi del prebavnega sistema vodnih
bolh. Poleg poziralnika prebavni sistem sestavljajo $e parna jetrna ¢reva, srednje ¢revo in
zadnje ¢revo. Srednje ¢revo je obloZeno z visokoprizmatskimi epitelnimi celicami mikrovili.
Peristaltika Crevesa omogoca premikanje hrane skozi celotno ¢revo. Zadnje Erevo je
oblozeno z izoprizmatskimi epitelnimi celicami. Del prebavil je tudi labrum (ang. labrum)
(Slika 3), ki vsebuje labralno Zlezo, ki sodelujejo pri prebavi hrane. Crevo se konéa z
anusom, ki se nahaja na zadnji strani trebuha vodne bolhe. Poleg anusa je par krempljev, ki
skrbi za ¢iscenje. (Mee, in drugi, 2022) (Fox, 2006) (Dieter, 2005)
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Slika 3: Skica notranjosti telesa samice vodne bolhe. (Fox, 2006)

2.3.2 KRVOZILNI SISTEM

Vodne bolhe imajo odprt krvozilni sistem. Ovalno srce se nahaja dorzalno (Slika 3) in ga
lahko vidimo pri veliki in srednji povecavi mikroskopa (Slika 4). Pri sobni temperaturi srce
utripne priblizno 200-krat na minuto, pri nizji temperaturi pa se Stevilo utripov na minuto
zmanjsa. Zaradi prosojne lupine se pod mikroskopom vidi tudi pretakanje hemolimfe, ki v
nekaterih primerih vsebuje tudi beljakovino hemoglobin, ki pomaga pri transportu kisika.
(Dieter, 2005) (Fox, 2006) (Mee, in drugi, 2022)
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Slika 4: Srce vodne bolhe pri srednji (100x) povecavi mikroskopa.

2.3.3 ZIVCNI SISTEM

Vsak izmed 22 omatidijev sestavljenega ocesa ima opticni Zivec, ki se povezuje z
mozganskim ganglijem. Mozganski ganglij je preko dveh verig zivénih vrvic povezan do
preostalih struktur. (Mee, in drugi, 2022)

2.3.4 REPRODUKTIVNI SISTEM

Spolne Zleze, jajéniki pri samicah in testisi pri samcih, so parne in se nahajajo vzdolz
Crevesja. Pri samicah je jajénik preko jajcevoda povezan z valilnikom, Kjer se razvijajo
zarodki. Pri samcih pa so spolne Zleze preko semenovoda povezane z odprtino na spodnji
strani trebuha, Kjer se, med razmnozevanjem, semenska teko¢ina izlo¢i iz telesa. (Meeg, in

drugi, 2022) (Fox, 2006)

2.35 RAZMNOZEVANIE IN ZIVLJENJSKI CIKEL
Vodne bolhe in tudi vsi predstavniki reda Cladocera se lahko razmnoZujejo spolno ali

nespolno — s partenogenezo. (Mee, in drugi, 2022)

V ugodnih okoljskih razmerah se vodne bolhe razmnozujejo partenogenetsko (Slika 7).
Takrat nastanejo gensko enaki zarodki in le Zenski osebki. Partenogenetska jajéeca so

11
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diploidna (2n) in shranjena v valilniku (Slika 3). Jaj¢eca imajo malo rumenjaka in v valilniku
ostanejo, dokler se ne izlezejo zarodki. (Fox, 2006) Pri sobni temperaturi (20 °C) se zarodki
izleZejo iz jajcec po priblizno enem dnevu. Pri vecini vrst nato ostanejo v valilniku Se za
nadaljnji razvoj. Po priblizno treh dneh samica jajéeca izpusti, tako da pomakne svoj trebuh
navzdol. Stevilo jajéec v posameznem leglu se med vrstami vodnih bolh razlikuje. Za D.
magna je znacilno deset do petnajst jajcec. Samica proizvede leglo taksnih jaj¢ec v obdobjih

med posameznimi levitvami. (Science, 2021) (Dieter, 2005) (Mee, in drugi, 2022)

Slika 5: Odrasla samica vodne bolhe s tremi jajci v zalezni komori. (Dieter, 2005)

Spolno razmnozevanje (Slika 7) vodnih bolh se obic¢ajno pojavi, kadar so razmere v okolju
neugodne, kot na primer povecana gostota samic, zmanjSanje zalog hrane, sprememba
temperature ... V takSnem obdobju se samci parijo s specializiranimi samicami, ki
proizvajajo haploidna (n) jajéeca. Samica vedno proizvede le dve taksni haploidni jajceci.
Po oploditvi imajo jajceca debelo lupino in veliko rumenjaka, za razliko od partenogenetskih
jajcec se razvoj "zimskih jajcec" ustavi na stopnji 3.000 celic. (Mee, in drugi, 2022) Stene
valilnika se zgostijo in tvorijo zimska jajéeca (efipij). Samica jajéeca odlozi med levitvijo.
Jajéeci nato lebdita v vodi ali pa potoneta na dno vodnega telesa. Efipij in mirujoci zarodek
Vv njem sta zmozna prenesti spremenljive okoljske razmere, kot so poletne in zimske suse,
celo vec let. (Fox, 2006) (Science, 2021)

12
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Ko se mlada bolha izleze iz jajceca, je Ze precej podobna odrasli vodni bolhi, le valilnik se
ni v polnosti razvit. Preden vodna bolha prvi¢ proizvede jaj¢eca, preide $tiri do Sest stopenj,
kar doseze v 5-10 dneh. Odrasla samica vodne bolhe lahko proizvede jaj¢eca vsake tri do

Stiri dni, dokler ne umre. (Dieter, 2005)

Slika 6. Samice vodne bolhe s haploidnim jajéecem, ki zahteva oploditev. (Dieter, 2005)

13
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Slika 7: Zivljenjski cikel vodne bolhe. (Dieter, 2005)

2.4 PREHRANA

Vodne bolhe so rastlinojede zivali. Njihova prehrana je vedinoma sestavljena iz
zooplanktona, alg in fitoplanktona, vendar lahko iz vode prefiltrirajo tudi baterije. Hrana, ki
jo uzivajo vodne bolhe, ima vpliv tudi na barvo telesa. Vodne bolhe, ki uzivajo veliko zelenih
alg, bodo prozorne z zelenim odtenkom. Organizmi, ki pa se ve¢inoma hranijo z bakterijami,
bodo bele ali roznate barve. Dobro prehranjeno vodno bolho lahko spoznamo po tem, da bo
mocneje obarvana kot tista, ki je slabse hranjena. (Dieter, 2005) (Elenbaas, 2013)

2.5 HABITAT IN EKOLOSKA VLOGA

Populacije vodnih bolh najdemo v razli¢nih vodnih telesih: v jezerih, potokih in tudi majhnih
za&asnih luzah. Najpogostejsi vrsti, ki ju sreamo v naravi, sta D. magna in D. Pulex. Zivijo
kot plankton prosto v vodi ali pritrjene na rastline. Vodne bolhe so pelagi¢ni organizmi, ki
imajo pomembno vlogo v prehranjevalnih spletih. So pomembni porabniki fitoplanktona in

s tem povzroCijo sezonsko Cis¢enje vode. Ker se poleg fitoplanktona in zooplanktona
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prehranjujejo tudi z bakterijami, vplivajo tudi na mikrobne skupnosti. Pogosto so
prevladujoci organizmi zooplanktona ter tako najpogostejsa hrana za ribe in nevretencarje,
ki se prehranjujejo z zooplanktonom. VVodne bolhe so zelo hranljiv vir hrane, saj vsebujejo
veliko fosforja. Vodne bolhe v ekosistemu igrajo tudi vlogo gostitelja, saj pri njih sre¢amo
mnoge bakterijske in glivicne parazite. (Dieter, 2005) (Miner, De Meester, Pfrender,
Lampert, & Hairston, 2012)

26 RAZVOJRAZISKOVANJA VODNIH BOLH

Vodna bolha je pomemben organizem za raziskovanje na interdisciplinarnih podro¢jih, kot
so evolucijska biologija, toksikologija in ekologija. Leta 1944 je Bertil G. Anderson zacel z
uporabo Daphnia magna v toksikoloskih Studijah za oceno toksi¢nosti snovi v odpadnih
vodah. Pred njim sta vodne bolhe preudevala tudi August Weismann in Elie Metchnikof.

(Anderson, 1944)

Danes je izvajanje toksikoloskih raziskav s pomocjo vodnih bolh zelo pogosto, predvsem pri
ocenjevanju toksi¢nosti razli¢nih spojin. V raziskavah se najpogosteje uporabljajo D. magna
in D. pulex. (Ebert, 2022) Pogosto se uporabljajo testi toksi¢nosti, ki temeljijo na
imobilizaciji in smrtnosti, testi akutne imobilizacije (test kratkotrajne in akutne toksi¢nosti)
in testi razmnoZzevanja. PodrobnejSe analize vodnih bolh omogocajo razlikovanje
parametrov obnaSanja pri plavanju, na primer: hitrost plavanja, preplavana razdalja,
sposobnost obracanja in fizioloSke aktivnosti, kot so sréni utrip in hitrost plavanja.

(Angelika, Adam, Jarostaw, Krzysztof, & Brygida, 2021)

V 20. in 21. stol. so se zacele intenzivno uporabljati tudi molekularno-genetske metode.
Uporaba slednjih je privedla do hitrega napredka v taksonomiji in evolucijski biologiji. Za
vodne bolhe je bil idealen integriran pristop; kombinirane morfoloske in molekularne
metode so pomagale pri dolocanju med sorodnimi taksoni in razkrile neopisane vrste.

(Uykova, Bochkarev, Taylor, & Kotov, 2019)

2.7 GOJENJE VODNIH BOLH IN SKRB ZA NJIH
Vodne bolhe za prezivetje potrebujejo dovolj prostora in primerno temperaturo vode.
Najustreznej$a temperature je cca 20°C. Pri vi§jih temperaturah bi lahko organizmi pomrli,

pri nizjih pa se upoc¢asni razmnozevanje. Za prezivetje vodnih bolh zadostuje Ze od 2- do 20-
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litrska posoda, vendar je za dolgotrajnejSe gojenje primernejsa posoda vecje prostornine.
(Science, 2021)

Za izdelavo gojisca lahko uporabimo vodo iz ribnika, vendar mora ta stati nekaj dni, da se
izlo¢ijo zra¢ni mehurcki, saj bi ti lahko povzrocili smrt vodne bolhe. Lahko uporabimo tudi

vodovodno voda, ki jo nalijemo v posodo, na dno pa polozimo $otni humus. (Science, 2021)

Vodne bolhe se najpogosteje hranijo z zelenimi algami ali evglenami. Hranjenje poteka
enkrat do trikrat na teden. Prekomerno hranjenje lahko onesnazi vodo in Skoduje
organizmom. (Science, 2021) (Ebert, 2022)

Nekatere vrste vodnih bolh imajo rade son¢no svetlobo, vendar se voda pri tem ne sme

segreti. D. magna uspeva pri posredni in neposredni sonéni svetlobi. (Science, 2021)

Vodo v posodi z vodnimi bolhami je priporocljivo vsak mesec zamenjati, in sicer priblizno

polovico vode v celotni posodi. (Science, 2021)

2.8 KOFEIN

Kofein (1,3,7-trimetilksantin) je alkaloid (organska spojina z dusikom) s purinsko strukturo
(cikliéne spojine iz dveh obrocev) (Kupka, 2024), ki se uporablja ze ve¢ tiso€letij in je danes
ena najpogosteje zauzitih prehranskih sestavin po vsem svetu. Elementi, ki tvorijo kofein,
so vodik, kisik, ogljik in dusik. (Kupka, 2024) Snov je topna v vodi in lipidih ter s tem zlahka
prehaja krvno-mozgansko pregrado (pregrada, ki prepreCuje prehod strupenih snovi in
povzrociteljev bolezni iz krvi v moZgane (2021)) (Temple, in drugi, 2017). Je sestavina
mnogih vsem poznanih pija¢, npr. kave, ¢aja, mnogih brezalkoholnih pija¢ in izdelkov, ki
vsebujejo kakav, ter razli¢nih prehranskih dopolnil in zdravil. (Pavithra, 2020) (Melanie A.,
Jorga, & Mejia, 2010)
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Slika 8: Molekularna struktura kofeina. (Kupka, 2024)

29 ZGODOVINA KOFEINA

Zgodovinarji menijo, da se kofein uziva ze vsaj od leta 2737 pred nasim Stetjem. Takrat naj
bi kitajski cesar Sen Nung skuhal prvi ¢aj. Veliko pozneje, v 9. stol., so v Etiopiji odkrili
kavo. Pastir naj bi zacel uzivati kavna zrna, potem ko je opazil, da so njegove Zivali po
zauzitju kavnih zrn dobile ve¢ energije. V 19. stol. se je zacela proizvodnja energijskih pijac,
ki so vsebovale kofein. Ena izmed prvih je bila Dr. Pepper, sledile pa so ji Coca-cola in
Pepsi. Do 20. stol. je trgovina z energijskimi pijaami mo¢no narasla in $e raste, energijske
pijace postajajo vse bolj razSirjene in vse veC ljudi energijske pijace s kofeinom uZiva
dnevno. (Melanie A., Jorga, & Mejia, 2010) Slednje ima posledice, kot so zastrupitve s
kofeinom in odvisnost od kofeina. (Reissig, Strain, & Griffiths, 2009)

2.10 VIRI KOFEINA

Kofein kot naravni alkaloid najdemo v razli¢nih delih (semena, listi, plodovi) ve¢ kot 60
rastlin po svetu. Najbolj znani viri kofeina so zrna konicastolistnega kolovca (Cola
acuminate), kakavova zrna (Theobroma cacao) in gvaranine jagode (Paullinia cupana ). Za
glavni vir kofeina, ki se ga uporablja v prehranski industriji, pa veljajo prazena kavna zrna
vrst arabski kavovec (Coffea Arabica), robusta (Coffea robusta) in ¢ajni listi (Camelia
siniensis). (Melanie A., Jorga, & Mejia, 2010). Poleg naravnega kofeina pa se izdelkom

dodaja tudi sinteti¢ni kofein.

Najveé zauzitega kofeina v drzavah severne Amerike se nahaja v kavi in ¢aju (Melanie A.,
Jorga, & Mejia, 2010). Prehranski viri kofeina pa so tudi mnoga zdravila, npr. zdravila za

lajsanje bolecin in za lajSanje migrenskega glavobola. Zdravila na recept po navadi vsebujejo
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od 30 do 60 mg kofeina. Pomemben vir vnosa kofeina v telo predstavljajo energijske pijace,
ki postajajo vse bolj problemati¢ne, saj so dostopne otrokom in mladostnikom. Kofein je
dodan tudi nekaterim dodatkom za hujSanje (od 50 do 200 mg kofeina). (Temple, in drugi,
2017)

2.11 VPLIVI KOFEINA NA CLOVEKA
2.11.1 PRESNOVA KOFEINA

Po zauzitju se kofein relativno hitro absorbira iz prebavil v kri, v celoti se absorbira v tankem
¢revesu vV manj kot eni uri, in se nato presnavlja v jetrih. Primarno se presnavlja z encimskim
sistemom citokrom P450 (okrajsava CYP), najpogosteje z encimom CYP1A2. Razpolovna
doba kofeina pri odraslem ¢loveku je od 3 do 7 ur, kar je razmeroma dolgo. (Temple, in
drugi, 2017) Pri presnovi kofeina nastanejo trije glavni metaboliti: 3,7-dimetilksantin, 1,7-
dimetilksantin in 1,3-dimetilksantin. Priblizno 3 % metabolitov se kot kofein pojavijo v
urinu. Ko se kofein absorbira v kri, za¢ne ucinkovati na razli¢ne organe v ¢loveskem telesu.

(Melanie A., Jorga, & Mejia, 2010).

Kofein deluje tako, da se veze na adenozinske receptorje perifernega (periferni zivci) in
centralnega (mozgani in hrbtenja¢a) zivénega sistema ter tudi na receptorje, ki se nahajajo v
razli¢nih organih, npr. krvne zile in srce. (Temple, in drugi, 2017) Adenozin je spojina, ki
upocasni delovanje mozganov, ljudje pa to ob¢utimo kot obéutek utrujenosti. Ker ima kofein
podobno kemijsko strukturo kot adenozin se lahko veze na iste receptorje kot adenozin.
Poznamo dve glavni vrsti teh receptorjev to sta Ax in Aza. Ko kofein prepreci delovanje
adenozina, se poveca delovanje dopamina, spojine, ki vpliva na razpoloZenje in motivacijo.
Kofein tako prepreci adenozinu, da opravlja svojo nalogo, in povzroc€i, da so mozgani bolj
aktivni. (Melanie A., Jorga, & Mejia, 2010)

2.11.2 VPLIV NA ZDRAVIJE CLOVEKA

Nekatere $tudije trdijo, da kofein nima negativnih ucinkov na ¢loveka, in poudarjajo
predvsem njegove pozitivne ucinke. Marsikatere pa se osredoto¢ajo na negativne ucinke
kofeina, ki pa se pojavijo predvsem pri njegovem prekomernem vnosu. Nedvomno pa

skodelica kave ali ¢aja ¢loveku ne povzroci akutnih tezav.
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2.11.3 POZITIVNI UCINKI
Znano je, da kofein izboljsa razpoloZenje, reakcijski ¢as, budnost ... Slednje je glavna naloga

kofeina v kavi in podobnih pijacah, ki vsebujejo kofein.

Poleg tega ima kofein $e druge pozitivne uéinke na loveski organizem. Studije so pokazale,
da kofein zmanjSuje simptome Parkinsonove bolezni (poslabsanje motori¢nih sposobnosti

in tresenje).

Studije so tudi pokazale, da ima kofein pozitivno vlogo pri koZnem raku. Son¢na svetloba
in z njo UV-sevanje povzrocata poSkodbe na DNA. Kofein naj bi imel v tem primeru
zas¢itno vlogo in tako prepreceval nastanek koznega raka. (Melanie A., Jorga, & Mejia,
2010)

Debelost je problem, na katerega opozarja tudi svetovna zdravstvena organizacija (WHO).
Kofein, ki ga lahko najdemo npr. v zelenem ¢aju, naj bi glede na Studije pripomogel k
zmanjsanju prekomerne telesne teze. Podobna metoda kot uzivanje ¢aja je tudi dodajanje
kofeina hrani. (Melanie A., Jorga, & Mejia, 2010)

2.11.4 NEGATIVNI UCINKI

Kljub nekaj pozitivnim u¢inkom kofeina danes prevladuje zaskrbljenost zaradi velike
vsebnosti kofeina v energijskih pijacah. Ena izmed mogoc¢ih skodljivih posledic prevelike
uporabe kofeina je zastrupitev s kofeinom, ki je tudi priznana kot klini¢ni sindrom 0z. kot
zdravstveno stanje. (Bencina, 2013) Posledice zastrupitve s kofeinom so ziv¢nost, tesnoba,
nemir, nespecnost ... Poleg tega pa se je pojavil problem tudi pri tem, da so energijske pijace
danes zelo dostopne, kar pomeni, da lahko do njih dostopajo tudi otroci in mladostniki, ki
pa so na kofein manj tolerantni, s tem pa obstaja ve¢je tveganje za zastrupitev s kofeinom.
Tudi v medijih lahko najdemo primere negativnih posledic prevelikega uzivanja energijskih
pija¢ s kofeinom. (Reissig, Strain, & Griffiths, 2009)

Opravljena je bila Studija, ki je pokazala potencialno moznost za odvisnost od kofeina.
Problemati¢na je lahko tudi kombinirana uporaba kofeina in alkohola, saj kofein v
kombinaciji z alkoholnimi pijac¢ami zmanjsa obcutek zastrupitve z alkoholom in vinjenosti.

To povzro¢i hujse posledice, povezane s pitjem alkohola. (Reissig, Strain, & Griffiths, 2009)
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2.12 VPLIV KOFEINA NA SRCE

Znano je, da uzivanje kofeina povzroca rahlo poviSanje krvnega tlaka. Poznamo dve vrsti
krvnega tlaka, sistolicnega (tlak v arterijah, ko se srce stisne) in diastolicnega (tlak v
arterijah, ko se sr¢na prekata sprostita); kofein vpliva na obe vrsti. Poleg tega povzroca tudi
nevroendokrine (nevroendokrini sistem je sistem celic, ki sestavljajo hormone in

nevrotransmitorje) ucinke. (Temple, in drugi, 2017)

Mnoge raziskave so pokazale vpliv kofeina na srce in sréni utrip, vendar je Se precej

dvoumno, ali se slednji poveca ali zmanjsa. (Temple, in drugi, 2017)

Kofein med drugim v telesu spodbuja sproS¢anje noradrenalina (nevrotransmiter) in
norepinefrina (hormon in zivéni prenasalec). Spojini lahko pri nekaterih ljudeh povzrocita

povisanje srénega utripa. (Liam, 2023)

Trajno uzivanje kofeina v velikih koli¢inah lahko vodi v atrijsko fibrilacijo. Atrijska
fibrilacija je bolezen, za katero je znacilen nenormalen sréni utrip, predvsem pospesen sréni
utrip. Kljub temu naj za bolnike s sré¢nimi boleznimi ne bi bilo nevarno uzivanje manjsih

koli¢in kofeina dnevno. (Liam, 2023)

Drugaéne rezultate pa je podala raziskava o vplivu kofeina na S$portnike med vadbo.
Prostovoljci so prejeli tablete z 1,5 in 3,0 mg/kg kofeina. Rezultati raziskave so pokazali

znizanje srénega utripa, predvsem med nizko in zmerno vadbo. (Steven & Thomas, 2007)

Eve Simmons v ¢lanku opisuje, kako naj bi prevelika koli¢ina energijskih pijac s kofeinom,
natancneje Red Bulla, povzrocila sréni zastoj 34-letnega moSkega. Moski naj bi uzival dve

do tri plo¢evinke energijske pijace na dan in kavo. (Simmons, 2024)

2.12.1 KOFEIN IN SRCNI UTRIP VODNIH BOLH

Opravljeno je bilo tudi nekaj raziskav, ki so prvenstveno preucevale vpliv kofeina in drugih
snovi na vodne bolhe (Daphnia spp.). Rezultati raziskav se med seboj razlikujejo (podobno
kot rezultati raziskav vpliva kofeina na ¢loveka), vendar se raziskave razlikujejo tudi v
koncentracijah kofeina, ki je bil uporabljen pri eksperimentu, kar bi lahko vplivalo na

razli¢ne rezultate.

V raziskavi Aman in Gyamesh navajata, da se je sr¢ni utrip vodnih bolh, izpostavljenih
kofeinu, zvisal. Uporabljene so bile koncentracije od 0,08 do 0,32 g/l, sr¢ni utrip pa je bil

izmerjen takoj po vnosu kofeina k vodni bolhi. (Aman & Gyanesh, 2018)
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V neki drugi raziskavi pa Corotto s sodelavci navaja, da se sréni utrip vodnih bolh po
izpostavljenosti kofeinu zniza. Uporabljene so bile koncentracije 0,5-2-% raztopine kofeina,
vendar je v primerjavi s prej$njim eksperimentom Stetje srénega utripa potekalo $ele po od

30 do 90 minut izpostavljenosti. (Corotto, Ceballos, & Lee, 2010)
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3. EKSPERIMENTALNI DEL
3.1 UVOD K EKSPERIMENTU

Pred zacetkom laboratorijskega eksperimentalnega dela smo morali poskrbeti, da je delovni
prostor primerno pripravljen. Pri uporabi aparatur in pripomockov smo ravnali skladno z

navodili z uporabo.

Za pripravo raztopin je bila uporabljena destilirana voda. Slednja je para vrele vode, ki je
utekocinjena in vrnjena v tekoce stanje. V tekoCi vodi so vedno raztopljeni vsaj nekateri

minerali. Z destilacijo iz vode tako odstranimo ve¢ino mineralov in necistoc.

3.2 PRIPOMOCKI
- Bucka 500 ml 3 kos
- ZamasSek za bucko 1 kos
- Steklen lij 3 kos
- Tehtnica KERN EW600-2M
- Zatemnjena steklenica z zamaskom 3 kos
- Racunalnik
- Mikroskop Motic
- Kamera za mikroskop Moticam 1080
- Program Motic Images Plus 3.0 (x64) za snemanje mikroskopskih preparatov
- Plasti¢na kapalka
- Ca%a 50 ml 3 kos
- Casa 100ml 1 kos
- Enokanalna mikropipeta Biohit 10-100 pl 1 kos
- Enokanalna mikropipeta Mline 10-100 pl 1kos
- Stojalo za pipete BRAND 1 kos
- Objektna stekelca z vdolbino 102 in krovna stekelca
- Brezvodni kofein v prahu 120 g (Nat Vita)

- Destilirana voda 2000 ml
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Slika 9: Pripomocki; a:Kamera za mikroskop, b: casa prostornine 50ml, c:stojalo za epruvete,
d: precizna tehtnica KERN, e: zatemnjena steklenica, f:brezvodni kofein v prahu.

3.3 MASNE KONCENTRACIJE RAZTOPIN
- Raztopina kofeina, masna koncentracija 0,16 g/lI. Pripravljena iz 500 ml destilirane
vode in 0,08 g kofeina v prahu ...

- Raztopina kofeina, masna koncentracija 0,24 g/lI. Pripravljena iz 500 ml destilirane

vode in 0,16 g kofeina v prahu ...
- Raztopina kofeina, masna koncentracija 0,48 g/l. Pripravljena iz 500 ml destilirane

vode in 0,24 g kofeina v prahu ...

Opomba: Masne koncentracije, ki so jim bile izpostavljene vodne bolhe, so polovico manjse
od zgoraj navedenih (0,08 g/l, 0,16 g/l in 0,23 g/l), saj jim je bila med eksperimentom dodana

voda iz gojisca, v kateri je bil testni organizem.

23



Vpliv kofeina na sréni utrip vodnih bolh (Daphnia magna) Raziskovalno delo

3.4 PRIPRAVA RAZTOPIN KOFEINA IN DESTILIRANE VODE

Za pripravo raztopin kofeina v destilirani vodi so bile uporabljene tri 500-mililitrske steklene
bucke. S pomodjo tehtnice je bilo v bucke natehtano 0,08 g, 0,16 g in 0,24 g kofeina v prahu.
Nato je bilo v vsako bucko nalitih 500 mililitrov destilirane vode. S pomo¢jo zamaska je bila

bucka zaprta in z vrtenjem bucke se je kofein povsem raztopil v destilirani vodi.

Po meSanju je bila vsaka tekoCina iz bucke, s pomocjo steklenega lija, prelita v stekleno

zatemnjeno posodo. Izvedba slednjega je bila potrebna, saj kofein ni obstojen na svetlobi.

3.5 PRIPRAVA MIKROSKOPSKIH PREPARATOV

Za pripravo preparatov smo uporabili objektna stekelca z vdolbino, zaradi ¢esar je bilo
mogoce pripraviti ve€jo koli€ino preparata. Nekaj vodnih bolh je bilo pred zacetkom
eksperimenta skupaj z vodo iz gojiSca prestavljenih v manjsi pladenj. V pladnju so ostale
nekaj Casa, tako da stres ne bi vplival na eksperiment. Del raztopin kofeina je bilo prelitih v
manjse, 50-mililitrske ¢ase, vendar s ¢asovnim zamikom (posamezna raztopina je bila prelita

pred zacetkom dela eksperimenta, pri katerem smo jo potrebovali).

Slika 10: Preparati z vodno bolho in raztopine kofeina.
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Slika 11: Vodne bolhe v pladnju pred zacetkom eksperimenta.

3.6  KONTROLNI DEL EKSPERIMENTA
Pred delom eksperimenta, ki vsebuje raztopine kofeina je bilo treba izvesti kontrolni

eksperiment z 10 organizmi. Slednji niso bili izpostavljeni raztopinam kofeina. Na objektno
stekelce z vdolbino je bilo s pomocjo pipete nanesenih 25 ul destilirane vode in nato 25 ul
vode iz pladnja z organizmi, skupaj s testnim organizmom (vodno bolho). Uporabljeni sta
bili dve razli¢ni pipeti. Pipeta, s katero smo iz pladnja ulovili organizem, je imela prirezano
konico, da smo organizem lazje ulovili. Tako pripravljen preparat smo pokrili s krovnim

stekelcem. Postopek smo ponovili z desetimi organizmi.

3.7 PREPARATI Z RAZTOPINAMI KOFEINA

Na objektno stekelce smo najprej s pomocjo pipete nanesli 25 pL raztopine kofeina.
Preparatu smo nato s pomocjo pipete s prirezano konico dodali 25 pL vode iz gojis¢a vodnih
bolh, v kateri je plavala tudi vodna bolha. TakSen preparat je bil nato prekrit s krovnim
stekelcem. Preparati so bili pripravljeni tik pred mikroskopiranjem, da smo lahko kontrolirali
¢as izpostavljenosti vodnih bolh kofeinu. Taksen postopek je bil desetkrat ponovljen z vsako
masno koncentracijo. Na koncu je bilo eksperimentalnim pogojem izpostavljenih trideset

vodnih bolh, deset pri vsaki masni koncentraciji.
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3.8 MIKROSKOPIRANJE
Mikroskopiranje je bilo opravljeno pri srednji povecavi mikroskopa (100x), snemano s

kamero in belezeno s pomoc¢jo programa Motic Images Plus 3.0 (x64).

Slika 12: Mikroskop in racunalnik, ki sta bila uporabljena pri eksperimentu.

3.9 KONTROLNI EKSPERIMENT

Vodni bolhi v vodi iz gojis¢a in dodani destilirani vodi Smo izmerili sréni utrip. S pomogjo
kamere na mikroskopu in racunalniS$kega programa je bil posnet 60-sekundni posnetek
vodne bolhe, na katerem se razlo¢no vidi bitje srca vodne bolhe. Organizem smo nato vrnili
v posebej pripravljeno ¢aso z vodo, ne v pladenj k preostalim, da smo se izognili mozZnosti
ponovnega izbora iste vodne bolhe, saj bi v tak§nem primeru poveéanje stresa lahko vplivalo

na sréni utrip in pridobljene rezultate.

3.10 EKSPERIMENT Z RAZTOPINAMI KOFEINA
Vsak organizem je bil najprej 5 minut izpostavljen pogojem v preparatu. Nato je bilo

objektno stekelce preneseno na mikroskop. S pomocjo kamere na mikroskopu in
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raunalniSkega programa je bil posnet 60-sekundni posnetek vodne bolhe, na katerem se
razlo¢no vidi bitje srca vodne bolhe. Preparat je bil nato odstranjen z mikroskopske mizice,

tako da sta segrevanje mikroskopa in svetloba minimalno vplivala na rezultate poskusa.

Po prvi opravljeni meritvi (posnetek) je bil organizem pogojem v preparatu izpostavljen Se
4 minute. Kon¢ni ¢as izpostavljenosti je bil tako 10 min (£1 min). Po dodatnih $tirih minutah
smo bitje srca vodne bolhe ponovno posneli. Po izvedbi obeh posnetkov smo vodno bolho
vrnili v posebej pripravljeno ¢aso z vodo, da je ne bi slu¢ajno ponovno zajeli pri izbiranju

poskusnega organizma.

Postopek je bil ponovljen desetkrat pri vsaki koncentraciji. Na koncu je bilo posnetih 60

posnetkov organizmov, izpostavljenim kofeinu.

3.11 ZBIRANJE PODATKOV

Ko je bil eksperiment kon¢an, smo pregledali vse posnetke. Stevilo srénih utripov v minuti
smo presteli s pomocjo upocasnitve posnetka. Posnetek smo pogledali z 0,2-kratno hitrostjo.
Presteli smo Stevilo srénih utripov v 15 sekundah, nato pa slednje pomnozili s 4. Podatke, ki
so jih podali posnetki, smo s pomoc¢jo racunalniS$kega programa Excel uredili v tabelo in
grafe.
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4. REZULTATI

Tabela 1: Vrednosti sr¢nih utripov pri vsaki meritvi.

0,08 g/L 0,08 g/L 0,16 g/L 0,16 g/L 0,24 g/L 0,24 g/L
Kontrola |5 min 10 min 5 min 10 min 5 min 10 min
416 376 364 388 380 384 320
412 360 358 292 260 344 320
360 400 392 390 364 356 332
372 360 356 300 280 288 268
368 340 356 380 360 348 304
416 384 336 376 384 228 210
424 304 280 328 364 188 160
368 380 284 296 272 272 174
436 384 356 304 252 300 208
364 352 296 400 372 264 240

S pomocjo svetlobne mikroskopije smo opazovali sréni utrip vodnih bolh Daphnia magna.

Povprecne vrednosti Stevila srcnih utripov po
5 minutah v primerjavi s kontrolo
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Graf 1: Povprecne vrednosti Stevila srénih utripov po 5 minutah v primerjavi s kontrolo.

Povprecje Stevila srénih utripov pri kontrolnem eksperimentu je bilo 394, najnizje Stevilo
utripov je bilo 360 BPM (beats per minute), najvisje pa 436 BPM. Povprec¢no Stevilo utripov
pri koncentraciji 0,08 g/L, po petih minutah, je bilo 364. Od povprec¢ne vrednosti pri
kontrolnem eksperimentu je bila visja le ena meritev. 90 % meritev je bilo nizjih od

povpre¢ne vrednosti pri kontrolnem eksperimentu. Pri koncentraciji 0,16 g/L je bilo
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povprecno Stevilo utripov 340 BPM. Zanimivo je, da je tudi pri tej koncentraciji ena meritev
vi§ja kot povprecje meritev kontrolnega eksperimenta. Pri najvecji koncentraciji, 0,24 g/L,
so bile vse meritve nizje od povprec¢ja kontrolnega eksperimenta. Povpreéno Stevilo utripov
po 5 minutah je bilo 297 BPM. 1z grafa (Graf 1) je razvidno, da se je Stevilo sr¢nih utripov
po 5 minutah zmanjSalo. ZmanjSanje $tevila srénih utripov je razvidno tudi iz grafa 2, Ki

prikazuje povprecne vrednosti po 10 minutah.

Povprecne vrednosti Stevila srénih utripov po
10 minutah v primerjavi s kontrolo
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Graf 2: Povprecne vrednosti Stevila srénih utripov po 10 minutah v primerjavi s kontrolo.
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Graf 3 prikazuje zmanjSanje poprecnih vrednosti Stevila srénih utripov tako po 5 kot tudi po

10 minutah.

Povprecne vrednosti Stevila utripov v 1 minuti
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Graf 3: Povprecne vrednosti Stevila srénih utripov po 10 minutah v primerjavi s kontrolo.

4.1 VPLIV CASA IZPOSTAVLJENOSTI

Pri naSem eksperimentu je na sréni utrip vplival tudi daljsi ¢as izpostavljenosti.

Sréni utrip se je po 10 minutah izpostavljenosti §e dodatno znizal. Pri koncentraciji 0,08 g/L
je bilo povpreéje utripov od povprecja po 5 minutah manjSe za 26 BPM. Pri koncentraciji

0,16 g/L se je vrednost po 10 minutah zmanjsala e za 11 BPM. Pri najvisji koncentraciji pa
za 43 BPM.
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Stevilo srénih utripov pri
koncentraciji 0,08 g/L
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Graf 4: Stevilo srénih utripov pri koncentraciji 0,08 g/L.

V 90 % poskusov se je sréni utrip $e dodatno znizal. Pri 5. meritvi pa je vidno odstopanje od

vecine, kar je lahko posledica druga¢nega odziva vodne bolhe na kofein, njene starosti ali

drugih dejavnikov.

Stevilo srénih utripov pri
koncentraciji 0,16 g/L
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Graf 5: Stevilo srcénih utripov pri koncentraciji 0,16 g/L.

Pri koncentraciji 0,16 g/L se je sréni utrip znizal po 10 minutah v 80 % meritev. Pri dveh

meritvah pa se je Stevilo srénih utripov povecalo.
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Stevilo srénih utripov pri
koncentraciji 0,24 g/L
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Graf 6: Stevilo srénih utripov pri koncentraciji 0,24 g/L.

ey

Iz grafov (Graf 4, 5 in 6) je tako jasno razvidno, da je Cas izpostavljenosti vplival na sréni

utrip, Se dodatno ga je znizal.
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5. RAZPRAVA

Rezultati naSega eksperimenta so primerljivi z rezultati raziskav nekaterih drugih

raziskovalcev.

Courtney Zang (2019) s sodelavci je izvedel eksperiment z isto vrsto vodnih bolh (D.
magna), kot smo jih tudi mi uporabili v naSem eksperimentu. Poleg kofeina so v raziskavi
testirali tudi vpliv acetilholina, kemic¢nega transmitorja. Pri eksperimentu so uporabili
stekelca z vdolbino, vendar so preparatu dodali manjsSi koScek vate, kar pri nasem
eksperimentu ni bilo potrebno, saj je vodna bolha ostala na mestu. Za lovljenje vodnih bolh
z gojisca so uporabili podobno metodo kot mi, pipeto s prirezano konico. Vodna bolha je
bila izpostavljena 1-% raztopini kofeina. Ce masne koncentracije, ki so bile uporabljene v

nasi raziskavi, pretvorimo v odstotke, dobimo:

1. 0,08 gL ...0,8%
2. 0,16g/L...1,6%
3. 024g/L...24%

Vodno bolho so najprej posneli v preparatu z le akvarijsko vodo, nato pa so ji dodali $e
kofein. 1-% raztopini kofeina je bil organizem izpostavljen 7 minut. Med tem ni stal na
mikroskopski mizici. Po sedmih minutah so posneli 10-sekundni posnetek in nato dobljeno
Stevilo srénih utripov pomnozili s 6. Njihovi rezultati so pokazali, da se je sréni utrip

zmanjsal pri vseh §tirih ponovitvah poskusa.

Podobne rezultate so dobili tudi raziskovalci v drugih raziskavah. Camri Austin s sodelavci
(2019) je s podobnimi metodami izvedel eksperiment na Daphnia magna. Uporabili so dve
koncentraciji kofeina, in sicer 0,5-% in 1-%. Rezultati so tudi pri tej raziskavi pokazali, da

se je sréni utrip pri vseh treh ponovitvah znizal (zmanjsalo se je Stevilo srénih utripov).

V nasi raziskavi na podlagi podatkov, urejenih v grafe s povpre¢nimi vrednostmi srénih
utripov pri posamezni koncentraciji in kontrolnem delu eksperimenta, govorimo o podobnih

rezultatih. Tudi pri nas se je sréni utrip znizal (Graf 1, 2, 3).

Pri nekaterih meritvah smo naleteli tudi na odstopanja. Pri nekaterih vodnih bolhah je kofein
pospesil sréni utrip, vendar ne v taki meri, da bi to vplivalo na rezultate. Pri rezultatih,
izmerjenih po 5 minutah, smo opazili odstopanje pri eni meritvi koncentracije 0,08 g/L in
eno pri 0,16 g/L. Pri obeh je bila ena meritev visja od povprec¢ne vrednosti kontrole, vendar

le za 6 utripov. Preostale meritve so potrdile hipotezo, bile so nizje od povprec¢ja kontrole.
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Camri Austin (2019) s sodelavci je v svoji raziskavi spremljal tudi vpliv razli¢nih
koncentracij kofeina na sréni utrip. Uporabljeni sta bili dve razli¢ni koncentraciji, 0,5-% in
1,0-%. Statisti¢ni testi njihove raziskave so pokazali, da koncentracija kofeina ni vplivala na
sréni utrip, torej je bil sréni utrip pri posamezni koncentraciji podoben. V nasi raziskavi so
rezultati pokazali, da so koncentracije vplivale na $tevilo utripov v minuti, saj se je z vi$jo

koncentracijo $tevilo srénih utripov dodatno znizalo (Graf' 1, 2, 3).

Druga¢ni rezultati so verjetno posledica manjSega Stevila ponovitev, saj so Camri Austin in

sodelavci (2019) izvedli le 3 ponovitve poskusa pri vsaki koncentraciji.

Pri ¢asu izpostavljenosti 5 minut smo povprecne vrednosti meritev primerjali s povpre¢no

envee

koncentraciji 0,16 g/L za 54 BMP in pri najvisji koncentraciji (0,24 g/L) za 97 BMP. Visje

koncentracije so torej Se dodatno znizale sréni utrip.

Pri Casu izpostavljenosti 10 minut so rezultati podobni. Pri koncentraciji 0,08 g/L se je
povprecje zmanjsalo za 56 BPM, pri koncentraciji 0,16 g/L se je zmanjSalo za 65 BPM, pri
koncentraciji 0,24 g/L pa za 140 BPM.

Morgan Birney (2018) s sodelavci je v raziskavi vpliva kofeina na sréni utrip vodnih bolh
prisel do drugacnih rezultatov. Pri eksperimentu so uporabili vodne bolhe (D. magna).
Vsakemu preparatu, ki je vseboval vodno bolho in vodo iz gojis¢a organizmov, so dodali
dve kapljici 1-% raztopine kofeina. Eksperiment je bil ponovljen petkrat. Rezultati so

pokazali zvi$anje srénega utripa pri organizmih, izpostavljenih kofeinu.

Tudi rezultati raziskave Franka Corotta s sodelavci (2010) so bili druga¢ni. Uporabili so
raztopine: 0,1-%, 0,5-% in 2-%. Rezultati eksperimenta so pokazali, da kofein sploh ni
vplival na sréni utrip vodnih bolh (D. magna). Le pri enem izmed testnih organizmov je bilo
opazeno zviSanje srénega utripa, in sicer pri 0,1-% koncentraciji. Zanimivo je, da je bil sréni
utrip organizmov za kontrolni eksperiment 354 BPM, kar je precej manj kakor v nasi
raziskavi (394 BPM). Vzrok drugacnih rezultatov je zelo verjetno precej daljSi cas
izpostavljenosti organizmov kofeinu. V raziskavi so bili namre¢ posnetki opravljeni Sele po
30 min, 60 min in 90 min. (Corotto, Ceballos, & Lee, 2010)

Razliéni rezultati raziskav so verjetno posledica razlik med testnimi organizmi. Vsak
posamezni organizem se na kofein odziva delno drugace, poleg tega pa lahko na podatke

vpliva tudi starost organizma, prehrana in stanje, v kakr$nem je zivel v gojiscu.
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V omenjenih raziskavah so posnetke izvedli le po enem casovnem intervalu. Vecina
raziskav, s katerimi smo primerjali rezultate nase raziskave, tako ni raziskala vpliva daljSega
Casa izpostavljenosti. Frank Corotto in sodelavci (2010) so v svoji raziskavi sicer imeli tri
razli¢ne Casovne intervale, vendar precej daljse kot mi, in sicer 30, 60 in 90 minut. V nasi

raziskavi smo ugotovili, da ¢as vpliva na Stevilo srénih utripov v minuti. (Graf 4, 5, 6)

Nekatere raziskave so vpliv kofeina na sréni utrip postavile na visji nivo. Anne Clark in
Camile B. Olson (1973) sta raziskovali, kakSen vpliv ima dodatek kofeina na sréno misico
sesalca in vitro. Njuni rezultati so pokazali, da kofein povzro¢i moc¢nejSe pokréenje miSice
in podalj$a njeno maksimalno aktivnost. Ugotovili sta, da kofein pospesi sprejemanje ionov
(Na* in Ca?") v sréno misico in pospesi njihovo izlo¢anje (K*-ioni). Tako sréna misica hitreje

preide v stanje mirovanja.
Vplivi kofeina na vodne bolhe so bili preuceni tudi na drugacen nacin.

Zanimiva je raziskava Ashleigh O’Reilly (2012), ki je preucevala, kaksen vpliv ima kofein
na obnaSanje vodne bolhe. Organizme so vstavili v valjasto posodo in opazovali, ali bodo
snovi vplivale na globino njihovega plavanja. Ob dodatku kofeina so organizmi plavali

globlje.

Preucevanje vedenja vodnih bolh bi tudi za nas lahko predstavljalo zanimivo nadaljnje

raziskovanje vpliva kofeina.

6. ZAKLJUCEK

Raziskovalno delo so usmerjali cilj in hipoteze.
Hipoteza 1: Prisotnost kofeina bo vplivala na sr¢ni utrip vodnih bolh (Daphnia magna).
Hipoteza je potrjena.

Prisotnost kofeina je povzrocila spremembo srénega utripa pri vodnih bolhah. Stevilo srénih

utripov se je ob dodatku kofeina zmanjsalo.

Dodatek kofeina je spremenil okolje, v katerem je bila vodna bolha. V nasem eksperimentu
smo se odlocili raziskati, kakSen vpliv je imel kofein na njen srcni utrip, vendar je kofein

verjetno povzro€il Se mnoge druge spremembe pri organizmu, Ki jih v tem eksperimentu
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bodisi nismo spremljali bodisi nismo zaznali. Raziskovanje teh wvplivov bi lahko

predstavljalo smiselno nadaljevanje in razsiritev naSega eksperimenta.
Hipoteza 2: Zaradi prisotnosti kofeina se bo sréni utrip vodne bolhe povisal.
Hipoteza je ovrZena.

Pri vplivih kofeina na ¢loveka je splo$no znano, da poveca motivacijo, ham da dodatno
energijo. Pri vodnih bolhah bi pri¢akovali podobne rezultate. Nasa raziskava je ovrgla
hipotezo 2, saj se je, kakor je pokazala primerjava povpre¢nega Stevila srénih utripov
kontrolne in eksperimentalnih skupin osebkov, sréni utrip znizal. Vse povpre¢ne vrednosti

so bile nizje od vrednosti kontrole.
Hipoteza 3: Stevilo srénih utripov se bo med posameznimi koncentracijami razlikovalo.
Hipoteza je potrjena.

Stevilo srénih utripov se je med posameznimi koncentracijami razlikovalo. Razli¢ne

koncentracije so torej vplivale na sréni utrip.
V nasi raziskavi so rezultati pokazali, da vecja kot je koncentracija, niZji bo sréni utrip.

Hipoteza 4: Razlika med normalnim srénim utripom in srénim utripom po izpostavljenosti

kofeina bo po daljSem €asu izpostavljenosti (10 min) vecja.
Hipoteza je potrjena.

Eksperiment je pokazal, da se je organizmom po 5 minutah sréni utrip sicer znizal, vendar
so meritve srénih utripov po 10 minutah potrdile naso hipotezo, saj se je Stevilo srénih

utripov Se dodatno zmanjsalo.

Pri koncentraciji 0,08 g/L je dodatno zmanjSanje vidno pri 90 % vseh meritev, pri
koncentraciji 0,16 g/L prav tako le ena meritev odstopa od vecine, pri najvecji koncentraciji

pa so pri vseh meritvah rezultati po 10 minutah nizji kot po 5.

Pri raziskovalni nalogi je bil izpolnjen njen namen in dosezeni vsi cilji. Preucili smo vpliv
razli¢nih koncentracij na sréni utrip vodne bolhe vrste Daphnia magna. Kljub tezavam smo
uspeli nekaj ¢asa gojiti populacijo vodnih bolh, da smo lahko izvedli poskus. Za izvedbo
eksperimenta smo uporabili raCunalniski program Motic Image Plus 3.0 (x64), s katerim smo
posneli sréni utrip vodne bolhe. S pomocjo eksperimenta in razliénih neodvisnih

spremenljivk (koncentracij in ¢asovnih obdobij) smo preverili raziskovalne hipoteze.
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Ceprav nam je eksperiment dal dragocene podatke, smo se pri izvedbi raziskovalne naloge
srecali tudi z omejitvami, kot so na primer opremljenost Solskega laboratorija, prostorske
moznosti za gojenje vodnih bolh (med eksperimentom se je zgodil pogin populacije) in
dostopnost vodnih bolh, okvara kamere. Prav tako pa bi bilo smiselno pri sami izvedbi
eksperimenta kaks$no stvar Se izboljsati. Za natancnejSe rezultate bi na primer pri
eksperimentiranju lahko povecali stevilo testnih organizmov. Rezultati bi bili natan¢nejsi
tudi, ¢e bi v eksperimentu uporabili isto starost organizmov. V nadaljnjih raziskavah bi lahko
uporabili Se vi§je oz. Se nizje koncentracije in podaljsali ¢as izpostavljenosti. Smiselna bi
bila tudi uporaba drugih vrst organizmov, saj bi tako lahko rezultate primerjali med

posameznimi organizmi.

Z nasim eksperimentom smo raziskali vpliv kofeina na sréni utrip vodnih bolh, kar bi lahko
z dodatnim raziskovanjem in literaturo prenesli na druge organizme in ¢loveka. Ker kofein
postaja vse bolj prisoten v prehranskih izdelkih, obstaja verjetnost, da se lahko vsebnost
kofeina, kljub kratki razpolovni dobi, povecuje tudi v naravnih (predvsem vodnih)
ekosistemih. Nasa in podobne raziskave nam tako podajo dolo¢en uvid v potencialne vplive

kofeina kot onesnazevala v ekosistemih na organizme.
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