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POVZETEK

V raziskovalni nalogi smo se osredotocili na vsebnost kofeina v razli¢nih vrstah ¢ajev in na
njegov vpliv na sréni utrip vodnih bolh (Daphnia magna) in &loveka. Caj je namre¢ zraven kave
glavni vir kofeina in med ljudmi zelo priljubljena pijaca. Z metodo spektrofotometrije smo
izmerili absorbance in dolo¢ili koncentracijo kofeina v pripravljenih ¢ajnih infuzijah. Opazovali
smo vpliv pripravljenih ¢ajev na sréni utrip vodnih bolh (Daphnia magna). Rezultati so
pokazali, da izpostavljenost vodnih bolh ¢ajem poveca hitrost bitja srca. Sréni utrip smo
opazovali tudi na vzorcu ¢loveske populacije, pri ¢emer ni bilo jasnih indikacij, da bi se sr¢ni

utrip v glavnem zvisal ali znizal po zauZitju Caja.



ZAHVALE

Zahvaljujem se mentoricama za vso pomo¢ in podporo pri izvedbi eksperimentalnega dela, za
vodenje in usmerjanje ter za ¢as, ki sta ga namenili za sprotni in kon¢ni pregled raziskovalne
naloge. Prav tako bi se rada zahvalila Nacionalnemu laboratoriju za zdravje, okolje in hrano za

dostop do vodnih bolh (Daphnia magna).



1 UVOD

Caj je ena izmed najbol;j priljubljenih pija¢ na svetu. Vsak dan ga uZiva ve¢ sto milijonov ljudi.
Ze v 3. tiso¢letju pred nasim Stetjem so ¢aj uporabljali v kitajski medicini za zdravljenje
raznovrstnih bolezenskih stanj. Njegovo mesto v medicini se je ohranilo vse do danes, ko Caj
velja za priljubljeno pijaco s Stevilnimi pozitivnimi uc¢inki na ¢lovesko telo in dobro pocutje. K
temu pripomorejo koristne bioaktivne snovi, kot so polifenolne spojine, vlaknine, vitamini,
minerali in Se mnoge druge. Med njimi je tudi kofein, ki predstavlja do 4% suhe mase ¢ajnih
listov (Sinnathurai Sivasubramaniam, 2019). Caj je zraven kave najpomembnejsi vir kofeina,
ki je zelo priljubljen pri ljudeh na vsakodnevni ravni. Tudi sama vsako jutro spijem skodelico
¢aja, da se pocutim zbujeno in pripravljeno na nov dan. Sem velika ljubiteljica vseh vrst ¢ajev
in tako se mi je porodila ideja za raziskovalno nalogo. Zdelo se mi je zanimivo, da je pitje kave
odsvetovano otrokom, medtem ko pitje ¢aja ni. Ali to pomeni, da ¢aji vsebujejo manj kofeina
kot kava? Kako kofein v ¢aju vpliva na ljudi? Ta vprasanja so se mi porajala v mislih.
Osredotocila sem se predvsem na vsebnost kofeina v €ajih in njegov vpliv na sréni utrip
organizmov, natan¢neje vodne bolhe (Daphnia magna) in ¢loveka. Dosedanje raziskave so
precej neusklajene glede vpliva kofeina na sréni utrip vodne bolhe. V §tudiji o vplivu razli¢nih
koncentracij kofeina na sréni utrip dafnije rezultati niso pokazali velikega vpliva kofeina na
frekvenco srénega utripa. Vzrok za to je lahko majhna koncentracija uporabljenega kofeina,
vendar studija predvideva, da naj bi v ve¢jih koncentracijah kofein znizal in ne povisal srénega
utripa vodne bolhe (Austin et al., 2019). Raziskava o vplivu kofeina v povezavi z dopaminom
pa je pokazala poviSanje srénega utripa dafnije (Corotto et al., 2010). Ker pa se vodna bolha
kot majhen vodni organizem ne more ravno primerjati s kompleksnim vretencarjem kot je
Clovek, smo preucili Se vpliv zauzitih Cajev na doloCenem vzorcu cloveske populacije.
Geethavani, Rameswarudu in Reddy (2014) navajajo, da kofein vpliva na povisanje srénega
utripa pri ljudeh, saj poveca raven kateholaminov, ki vplivajo na simpati¢no ziv¢evje, le-to je
odgovorno za tako imenovan boj in beg obrambni mehanizem organizma. Rezultati $tudije so
pokazali, da kofein 60 minut po zauzitju zvisa sréni utrip iz 72,9 utripov na minuto na 77,3
utripe na minuto. Nekatere druge raziskave pa so pokazale, da predvsem ¢aj kot tak zniza sréni
utrip (Quinlan et al., 2000).



1.1 Namen in cilji raziskovalne naloge

Namen raziskovalne naloge je z metodo spektrofotometrije izmeriti absorbanco in doloditi
koncentracijo kofeina v razli¢nih vrstah Caja ter primerjati rezultate z ze znanimi raziskavami.
Glavni cilj je opazovati vpliv ¢ajnih infuzij na sréni utrip vodne bolhe rodu Daphnia magna in
izbrane skupine ¢loveske populacije in povle¢i morebitne vzporednice med vplivom kofeina v
¢aju na sréni utrip opazovanih testnih organizmov ter na podlagi raziskanih lastnosti kofeina
in opravljenih eksperimentov sklepati, kako posamezna izbrana vrsta ¢aja vpliva na ¢loveski

organizem in kaks$ne so njene prednosti ali slabosti.

1.2 Raziskovalno vprasanje

1. Kaksne so vsebnosti kofeina v razli¢nih vrstah Cajev in kako vplivajo na sréni utrip
vodne bolhe (Daphnia magna)?

2. Kaksna je sprememba pri srénem utripu ¢loveka po zauzitju caja?

3. Ali so med izmerjenimi parametri mozne korelacije, s katerimi lahko dokazemo

pozitiven vpliv uzivanja ¢aja na dobro pocutje?

1.3 Hipoteze

HIPOTEZA 1: Najvecjo koncentracijo kofeina bo vseboval zeleni matcha caj, najmanjso pa
zeleni c¢aj. Viri namre¢ trdijo, da ima matcha ¢aj zaradi postopka pridelave visoko vsebnost
kofeina in katehinov (Kochman et al., 2020). Hilal in Engelhardt (2007) pa sta v raziskavi
pokazala, da ima zeleni ¢aj nizko vsebnost kofeina, ki je manjSa v primerjavi z belim in ¢rnim

cajem.

HIPOTEZA 2: V primerjavi z vsemi vzorci cajev, bo vzorec kave vseboval najvecjo
koncentracijo kofeina. V literaturi je navedeno, da ima enaka koli¢ina kave v povprecju vecjo

koncentracijo kofeina kot ¢aj (Barone in Roberts, 1996).



HIPOTEZA 3: Najhitrejsi srcni utrip bo zaznan privodni bolhi, ki bo izpostavljena c¢ajni infuziji
z najvecjo vsebnostjo kofeina. Kurien et al. (2018) navaja, da kofein poveca sréni utrip dafnije
tako, da povzroci proizvodnjo in sprostitev dopamina, ki poZivljajoce vpliva na srce in Krvi

obtok. Posledicno vec kot je kofeina, ve¢ dopamina se sprosti.
HIPOTEZA 4: Po zauzitju caja se srcni utrip cloveka povisa. Caj je namred eden glavnih virov

kofeina in $tudije ugotavljajo, da kofein povisa raven kateholaminov, ki posledi¢no vplivajo na

poviSanje srénega utripa (Geethavani et al., 2014).
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2 TEORETICNO OZADJE

2.1 KOFEIN

Kofein je najpogosteje uporabljena psihoaktivna droga na svetu, saj je poceni, lahko dostopen,
druzbeno sprejemljiv in zakonit. Najdemo ga v ve¢ kot 60 razli¢nih rastlinskih vrstah in ze
dolga stoletja se uporablja zaradi njegovih stimulativnih u¢inkov. Povpre¢na svetovna poraba
kofeina je 70 mg na osebo na dan, v Zdruzenih drzavah Amerike znasa 211 mg na osebo na
dan, v ZdruZenem kraljestvu pa kar 444 mg na osebo na dan, kar je najvec na svetu. Kroni¢na
uporaba kofeina ne povzroca le tolerance, temve¢ tudi fizi¢no odvisnost, kar se pokaze v pojavu

razli¢nih simptomov ob nenadni prekinitvi uzivanja (Bylund, 2008).

2.1.1 Kemijske lastnosti kofeina

Molekulska formula kofeina je Cg Hio N4 O2, IUPAC, nomenklatura navaja njegovo kemijsko
ime 1, 3, 7- trimetrilpurin- 2, 6- dion. Kofein je duSikova organska spojina iz skupine
alkaloidov, alkalnih oziroma bazi¢nih spojin, ki so znane po svoji strupenosti. Nahaja se
predvsem v kavi, od tod tudi poimenovanje ¢aju in Gokoladi. Cisti kofein, imenovan tudi
trimetilksantin, je v obliki belega prahu ali kristalnih delcev. Dobro je topen v vroc¢i vodi, je
brez vonja in ima grenak okus (Encyclopedia Britannica, 2018). Kofein se uporablja v Zivilski
in farmacevtski industriji kot sestavina ali dodatek (Alessio, 2016). Toksikoloski podatki
varnostnega lista (2019) prikazujejo LDso za kofein dermalno pri 2.000 mg/kg (Rat) in oralno
pri 367 mg/kg (Rat). 1z podatkov lahko vidimo, da je prakticno nemogoce, da bi se ¢lovek
zastrupil s pitjem c¢aja ali kave, slednja vsebuje v povprecju 76 mg kofeina na 150ml, saj ni

fizi¢no mogoce zauziti toliksne koli¢ine kave, da bi prislo do tega (Malek, 2021).

Slika 1: Struktura molekule kofeina
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2.1.2 Delovanje kofeina

Adenozin je molekula, ki se v mozganih veze na specificne receptorje in s tem upocasni
delovanje zivénih celic, kar povzroci Sirjenje krvnih zil in obcutek zaspanosti. Kofein tekmuje
z adenozinom in zasede te receptorje, ker pa nima enakega uc¢inka kot adenozin, skr¢i krvne
zile, kar povzroci dodatno izloCanje adrenalina v krvni obtok in posledi¢no se poveca krvni tlak
in sréni utrip. To povzro¢a ob¢utek budnosti in ravno zaradi tega veliko ljudi zjutraj posega po
kavi ali ¢aju. Ko je ¢lovek odvisen od kofeina, zacne v telesu nastajati vedno vec receptorjev
za adenozin, da bi nadomestili tiste, ki jih zaseda kofein. Pri odvajanju od kofeina ostanejo
nekateri receptorji nezasedeni, kar povzro¢i abstinen¢no krizo, zato mora odvajanje potekati
postopoma. Zaradi kemijske sestave kofein z lahkoto prehaja skozi bioloSke membrane in se
hitro porazdeli po telesu. Cas delovanja kofeina se razlikuje glede na vir (&aj, kava, energijska
pijaca...), v glavnem pa traja od dveh ur in pol do sedem ur in pol. Najvecji uéinek pa doseze

od 15 do 45 minut po zauzitju (Hrastnik, 2016).

2.1.3 Vpliv kofeina na ¢loveka

Kofein ima ve¢ u€inkov na ¢lovesko telo, ki so odvisni predvsem od telesne mase, pogostosti
uzivanja, metabolizma, telesne aktivnosti in obcutljivosti na kofein. Deluje kot stimulant
centralnega Zivénega sistema, zviSuje nivo energije, izboljSa miSi¢ne drazljaje, poveca budnost
in sposobnost koncentracije ter mentalne sposobnosti. Mozni stranski u¢inki so pogosto
uriniranje, saj kofein deluje kot blag diuretik, glavobol, nemirnost, hitrejsi sréni utrip, tresenje
in nespecnost, ki se pojavijo predvsem pri uzZivanju vecje koli¢ine Zivil, bogatih s kofeinom.
Uc¢inki se lahko pojavijo v moc¢nejsi obliki ob so¢asnem uzivanju kofeina in nekaterih zdravil
(Malek, 2021). Najnovejse raziskave so pokazale pomembne povezave med rednim uzivanjem
kofeina in zmanjSanjem tveganja za Alzheimerjevo bolezen, jetrne in kroni¢ne bolezni. Visoka
raven kofeina v krvi naj bi celo v obdobju dveh do stirih let preprecila napredovanje demence.
Deluje tudi antikancerogeno na tkiva in lajsa bolecine migrenskega glavobola (Alessio, 2016).
Kofein se v organizmu relativno hitro absorbira in posledi¢no tudi dokaj hitro izlo¢i (Malek,
2021).
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2.1.4 Kofein v ¢aju

Pri povezavi kofeina s ¢ajem velikokrat naletimo na besedo tein. Gre namre¢ za v osnovi enaka
alkaloida, ki se razlikujeta v poimenovanju. Drugacna je tudi sposobnost povezovanja z drugimi
sestavinami in posledi¢no tudi drugace vplivata na telo. Izraz tein se uporablja v povezavi s
¢ajem, medtem ko je kofein v §irsi rabi, ko govorimo o kavi, ¢okoladi, energijskih pijacah ipd.
V ¢aju se tein veze s tanini, ki stabilizirajo efekt teina na telo in preprecujejo hitro sprostitev.
Posledi¢no je pocasneje absorbiran in uinek je dolgotrajnejsi. Caj torej v primerjavi s kavo
uc¢inkuje pocasneje in dlje ¢asa vzdrzuje raven energije v telesu (Chai, 2021). Vsebnost teina je
odvisna od starosti listov in z leti upada. V povpre¢ju se giblje med 2.9% in 4.2% (N1JZ, 2012).

2.1.4 Kofein v kavi

Kava je glavni vir kofeina in ena izmed najbolj priljubljenih pija¢ na svetu. Vsebnost kofeina v
kavi je odvisna od vrste kavnih zrn in metode priprave kave. V povprecju ima 120 ml skodelica
kave 100 mg kofeina. Kava v primerjavi s ¢ajem vsebuje manj kofeina, pripravljena skodelica
kave pa vec¢. Pripravljen ¢aj je po navadi veliko bolj razredéen z vodo kot kava, saj se za
pripravo kave uporabi ve¢ kavnih zrn kot ¢ajnih listov za pripravo ¢aja. (Wanyika et al., 2010).
Razlika med kavo in ¢ajem je tudi v delovanju kofeina oziroma teina. Pri ¢ajih se kofein
pocasneje sprosca in ima dolgotrajnejsi u€inek, kot pri kavi, kjer neposredno vpliva na srce in
krvni obtok. Kofein iz ¢aja se veZe s tanini in neposredno vpliva na mozgane in centralni zivéni

sistem (Hrastnik, 2016).
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2.2 CAJ

Caj je druga najbolj priljubljena pijaéa na svetu. Pridobiva se iz listov ¢ajevca, ki je zimzelen
grm ali drevo iz druzine Theaceae, vrste Camelia. Ima temno zelene, sijoCe, ovalne in
simetri¢ne liste. Cvetovi so veliki in bele, roza ali rdece barve, sadezi pa so majhni in rjavi.
Glavni vrsti ¢ajevca sta Kitajski (Camellia sinensis) in Indijski (Camellia assamica). Cajevec
gojijo predvsem na Kitajskem, Japonskem, v Indiji in na Srilanki. Liste ¢ajevca se obira vso
leto, vendar ¢as obiranja mocno vpliva na kvaliteto listov. Izkazalo se je, da so najboljsi ¢aji iz
listov, ki se jih obira spomladi, saj so takrat listi obcutljivi in najbolj aromatic¢ni. Kvaliteten
okus in aromo dajo tudi $e nerazviti, mladi listi (Gramza, Korczak in Amarowicz, 2005). Listni
popki in listi ¢ajevca se uporabljajo za pripravo Stirih tradicionalnih ¢ajev- zelenega, ¢rnega,
belega in »oolong« ¢aja (NIJZ, 2012). Obstaja Se veliko drugih rastlin, ki se uporabljajo za
ekstrakcijo, na primer rooibos in kamilica, vendar to niso ¢aji, razvr$¢eni so namre¢ V kategorijo
zelis¢nih infuzij ali tisana. Glavna razlika med razliénimi caji je stopnja oksidacije ali

fermentacije listov med pridelavo in ¢as obiranja (Franks et al., 2019).

2.2.1 Kemijska sestava ¢aja

Kemicna sestava ¢aja je kompleksa. V veliki koli¢ini so prisotne polifenolne spojine, ki lahko
predstavljajo do 30% suhe mase ¢ajnih listov in kamor spadajo katehini in tanini. Poleg tega so
prisotne $e beljakovine, ki predstavljajo od 15 % do 20 % suhe mase in katerih velik del so
encimi (Chacko et al., 2010). Ena najbolj znanih sestavin ¢aja je kofein ali tein, ki spada v
skupino alkaloidov, ki predstavljajo od 3 % do 4 % svezih listov. Vsebnost s starostjo listov
upada (NIJZ, 2012). Aminokisline, kot so teanin, glutaminska kislina, glicin, serin, levcin in
lizin, predstavljajo od 1 % do 4 %. Ogljikovi hidrati- celuloza, pektin, glukoza, fruktoza in
saharoza predstavljajo od 5 % do 7 % suhe mase. 5 % suhe mase predstavljajo tudi minerali in
elementi v sledovih, kot so kalcij, magnezij, krom, mangan, Zelezo, baker, cink, selen, natrij,
fosfor in aluminij. V ¢aju so v sledeh prisotne §e mascobe, steroli, vitamini, pigmenti in hlapne

spojine, kot so alkoholi in estri (Chacko et al., 2010).

2.2.2 Zeleni ¢aj

Zeleni Caj se proizvaja s suSenjem, brez postopka fermentacije, listi so neoksidirani in na ta

nadin se ohranijo polifenoli, ki predstavljajo do 30 % suhe mase listov. K polifeonolnim
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spojinam sodijo med drugim tudi katehini. Starejsi listi vsebujejo ve¢ katehinov kot mlajsi
(N1JZ, 2012). Listi so zelene barve, pripravljen zeleni ¢aj pa je bledo zeleni ali limonino rumen
in rahlo grenki (Sivasubramaniam, 2019).

Zeleni ¢aj ze od anti¢nih Casov velja za zdravo pijaco v kitajski tradicionalni medicini. Nedavne
Studije so pokazale potencialne pozitivne u¢inke uzivanja zelenega ¢aja. Prispeva k zmanjSanju
tveganja za bolezni srca in ozilja ter nekaterih oblik raka, hkrati spodbuja zdravje ustne votline
in drugih fizioloskih funkcij, kot so nadzor telesne teze in antibakterijsko ter protivirusno
delovanje. Pripomore k zas¢iti pred ultravijoliénimi Zarki in pove€uje mineralno gostoto kosti
(Cabrera, Artacho in Giménez, 2006).

2.2.3 Zeleni matcha ¢aj

Zeleni ¢aj je v osnovi na voljo v treh razli¢nih variantah, v obliki listov, v ¢ajnih vreckah ali v
obliki prahu. Matcha je japonski zeleni ¢aj v prahu vrste Tencha. Zaradi tradicionalnega nacina
gojenja, je Se posebej bogat z antioksidanti. Cajni grmi so vecino &asa rasti v senci, pod
naravnim bambusovim blagom. Ta metoda, ki za$¢iti rastlino pred soncem, omogoca nastanek
velikih koli¢in bioaktivnih snovi, kot sta klorofil in 1-teanin. Rezultat gojenja rastline v senci
pred pobiranjem sta edinstven okus in barva €ajnih listov in njihovih infuzij. Vrednost in
vsebnost Caja sta odvisni tudi od sezone, v kateri se listi pobirajo. Visoka vsebnost teanina in
kofeina ter nizka vsebnost katehina se pokaze v posebnem aromati¢nem okusu, ki za razliko od
Cajnih vrst, ki rastejo na soncu, ni tako izrazito grenak. Tudi iz tega razloga njegova

A%

priljubljenost na trzi§¢u hitro naras¢a (Jakubczyk et al., 2020).

Samo 0,6 % vsega pridelanega zelenega Caja se predela v matcha ¢aj. Razlika med pitjem
zelenega in matcha ¢aja je v tem, da pri uzivanju zelenega ¢aja na koncu ¢ajne liste zavrzemo,
medtem ko jih pri pitju matcha ¢aja celotne popijemo, saj so zmleti v prah. To omogoca, da
zauzijemo tudi komponente, ki niso topne v vodi. Zraven vseh bioaktivnih snovi, ¢ajni listi
vsebujejo veliko vlaknin, ki jih pri pitju matcha ¢aja vnesemo v telo. Zaradi te razlike naj bi

imel matcha &aj veéje pozitivne u¢inke na zdravije, kot navadni zeleni aj (Stravs, 2018).

2.2.4 Crni ¢aj

Crni &aj je najpogostejsa vrsta ¢aja. Pri postopku pridobivanja ¢rnega &aja potede fermentacija.

Cajne liste najprej pustijo veneti, da izgubijo ve¢ino vlage. Potem liste svaljkajo, da spustijo
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olja, ki vsebujejo encime in nato liste natrejo. Ti encimi sprozijo postopek fermentacije,
kateremu sledi suenje z vro¢im zrakom in lo¢evanje ¢ajnih listicev po velikosti. Crni ¢aj ima
nizjo vsebnost katehinov, hkrati pa vsebuje ve¢ kofeina oziroma teina kot zeleni ¢aj (Chai,
2017). Cajni listi so svetlo rdede ali bakrene barve, pripravljen napitek pa je svetlo rde¢ in rahlo
trpkega okusa (Sivasubramaniam, 2019).

Zaradi razli¢nega postopka priprave imata zeleni in ¢rni ¢aj razli¢ne bioloske uéinke (Chacko
et al., 2010). Studije so v zadnjih letih pokazale potencialne pozitivne uéinke pri razli¢nih
boleznih, kot je rak, bolezni srca in ozilja, kroni¢ne vnetne bolezni in presnovni sindrom. Prav
tako uravnava vec celi¢nih stresorjev, kot so oksidativno, hipertoni¢no, osmozno, toplotno in

UV obsevanje (Yu et al., 2020).

2.2.5 Beli ¢aj

Beli ¢aj tako kot zeleni €aj ni fermentiran. Za beli ¢aj se namre¢ nabirajo mladi listi, Ki $e niso
popolnoma odprti. Takrat so brsti Se prekriti s finimi belimi dlacicami, po ¢emer je ¢aj tudi
dobil ime. Cajne liste tako kot pri zelenem &aju po obiranju poparijo, da prepreéijo oksidacijo
polifenolov. Nato liste pretlacijo in valjajo, pri ¢emer dobijo znacilno obliko in velikost. Po
kon¢nem susenju pa jih Se razvrstijo glede na velikost listov (Waugh et al., 2017). Beli ¢aj ima
najve¢ antioksidativnih u¢inkov, hkrati pa v povprecju vsebuje najmanj kofeina. Mlade ¢ajne
brstike se obira ro¢no, zato je beli ¢aj zelo cenjen (Trebec, 2014).

Raziskave so pokazale, da ima beli ¢aj pozitivne ucinke in pripomore k zas¢iti pred boleznimi
srca in ozilja, rakom, sladkorno boleznijo, boleznimi osrednjega Ziv€evja in boleznimi, ki jih

povzrocajo mikroorganizmi (Sanlier, Atik and Atik, 2018).

2.2.6 Oolong ali rdeci ¢aj

Oolong ¢aj je delno fermentiran. Pri proizvodnji proces fermentacije poteka krajsi Cas in je
glede na Cas fermentacije nekje med zelenim in ¢rnim ¢ajem. Nekje vmes je tudi pri okusu in
barvi, ter vsebnosti kofeina, polifenolov in ostalih komponent. Stopnja fermentacije je lahko
razli¢na, zato se bolj fermentiranemu oolong ¢aju, ki je blizje ¢rnemu kot zelenemu, rece tudi
rdeci ¢aj (Waugh et al., 2017). Oolong ¢aj naj bi zmanj$al tveganje za pojav razli¢nih kroni¢nih
bolezni, bolezni srca in diabetesa, saj prisotni polifenoli znizujejo krvni sladkor in odpornost
celic na inzulin (WebMD, 2021).
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2.3 VODNA BOLHA DAPHNIA MAGNA

Daphnia magna je majhen planktonski vodni rak. Spada v kraljestvo Zivali (Animalia), deblo
Clenonozcev  (Arthropoda), poddeblo rakov (Crustacea), razred ramenonozcev
(Branchiopoda), red vodnih bolh (Cladocera), druzino Daphniidae in rod dafnij (Daphnia).
Gre za nevretencarje, ki so bili poimenovani po znac¢ilnem vrtoglavem gibanju v vodi. Imajo
pomembno vlogo v ekosistemih, saj so hrana tako vretencarjem, kot tudi nevretencarjem, hkrati
pa se prehranjujejo s fitoplanktonom (Kosi, 2017).

Dafnijo najdemo v skalnatih bazenih Atlantika vzdolz severovzhodne obale Zdruzenih drzav.
Tudi v zahodni Evropi, vkljuéno z Anglijo, Belgijo, Nizozemsko, Finsko in na obmo¢jih Crnega
morja ter na nekaterih Baltskih otokih. Zivi v sladkovodnih in slanih habitatih, vkljuéno z jezeri,
rekami in zaCasnimi tolmuni. Najugodnejs$a zivljenjska temperatura je med 18 °C in 22 °C,

vendar lahko prenasajo tudi veliko SirSi razpon (Elenbaas, 2013).

2.3.1 Fizi¢ni opis

Daphnia magna je zelo majhna, obic¢ajno velika med 2 mm in 5
mm in ima ovalno obliko, podobno ledvi¢astemu fizolu. Telo
dafnije prekriva prozorna lupinasta struktura, imenovana
dvoloputast karapaks, ki je ve¢inoma narejena iz hitina. Sega do
S¢ita glave, na koncu pa se podaljsa v trn. Ker je dafnija prozorna, |
je po navadi takSne barve, kot je hrana, ki jo je zauZzila. V
notranjosti karapaksa ima listicaste okoncine, ki sodelujejo pri

ustvarjanju toka vode, ki prenaSa hrano in kisik v usta in Skrge.

/

Dafnija ima tudi dva velika kremplja, ki se uporabljata predvsem .
Slika 2: \_/odna bolha Daphnia magna
za &is¢enje karapaksa. Ima eno sestavljeno oko, ki je videti kot (lastenvir)
sprednja temna lisa, in eno preprosto oko (Elenbaas, 2013). Ima dva seta dolgih, dvojno
razvejenih anten, ki so dolge za pol njene dolzine ali celo vec. Prvi par anten je skoraj zakrnel,
drugi par pa se uporablja za plavanje. Moski organizmi so manjsi od zenskih, vendar imajo
daljse antene, drugacen trebuh in spremenjene, kot kavelj prve noge, ki sluzijo za pritrjevanje
samic med parjenjem (Kosi, 2017). Vodne bolhe imajo odprt krvni obtok. Srce se nahaja na

hrbtni strani zivali. Sr¢ni utrip imajo relativno hiter, upoc€asni se pri nizjih temperaturah. Zaradi
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prozornega telesa, je srce mogoce z lahkoto opazovati, zaradi ¢esar se dafnija pogosto uporablja

v raziskovalne namene (Ebert, 2005).

2.3.2 Zivljenjski cikel

Pri optimalnih pogojih lahko dafnija Zivi tudi 56 dni. Zivljenjski cikel je mo&no odvisen od
Stevilnih zunanjih dejavnikov, kot so koli¢ina raztopljenega kisika in temperatura vode ter
razpolozljivost hrane (Kosi, 2017).

Za 7ivljenjski cikel dafnije v rastni sezoni je znacilen nespolni na€in razmnoZevanja. Samica
proizvede sklop partenogenetskih jajéec vsakié, ko se levi. Razvoj jaj¢ec je takojsen. Pri 20 °C
se zarodki izlezejo iz jajcec, vendar Se ostanejo znotraj samice, Kjer se naprej razvijajo. Po treh
dneh se mlade dafnije sprostijo. So zelo podobne odraslim osebkom, samo da Se nimajo razvitih
spolnih organov. Mladi osebki se veckrat levijo in gredo skozi vmesne faze, preden izlezejo
svoja prva jajceca. To po navadi traja od 6 do 10 dni. Odrasla samica lahko proizvede sklop
jajéec vsake 3 do 4 dni do svoje smrti (Ebert, 2005). Ce pogoji niso optimalni, ali &e so jajéeca
nastala s spolnim razmnozevanjem, se spustijo v valilne vrecke, kjer jajceca vstopijo v diapavzo

in se izvalijo, ko so razmere ugodnej$e (Elenbaas, 2013).

2.3.3 RazmnoZevanje

Daphnia magna se razmnozuje tako nespolno TR
kot spolno in ima partenogenetski zivljenjski SPOLNO /

. . ] i RAZMNOZEVANIEY |
cikel, Ki prikazuje heterogeno //’ ’3\
razmnozevanje. Najugodnej§i pogoji in T
posledi¢no najvec jajéec nastane spomladi, vijeje

/ NESPOLNO 4

ko lahko samica leze jajéeca vsake 4 dni in 7 ARMEREEVAEEN

potem ostanejo v valilnih vreckah Se 2 do 3 /?b i | Kb i |
dni, pa tudi poleti in jeseni (Kosi, 2017). Pri Q 7 Wi
nespolnem razmnozevanju samice
proizvajajo diploidna jajceca, ki so kloni
odraslega organizma. Pri tem nastanejo samo Slika 3: Spolno in nespolno razmnoZevanje vodne bolhe

zenski osebki. V neugodnih razmerah, kadar je v okolju na voljo malo hrane, na obmocju

prevelike gostote ali v ekstremnih temperaturnih razmerah, pa se razmnozujejo spolno. Spolno
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razmnozevanje po navadi poteka v pozni jeseni (Elenbaas, 2013). Pri tem nastanejo moski
organizmi kot odgovor na okolijski stres (Kosi, 2017). Med parjenjem samec zgrabi samico, ki
proizvede oplojena haploidna jaj¢eca, Ki se ovijejo v valilne vrecke (Elenbaas, 2013). Taksna
jaj¢eca imenujemo zimska jajceca, saj jih samica nosi na hrbtu, dokler niso razmere ugodne;jse.
V tem cCasu so samice v vecji nevarnosti plenjenja, saj so jajeca pigmentirana in so hitreje

vidne (Kosi, 2017).
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 DELITEV NALOGE

Nalogo smo razdelili na kemijski in bioloski eksperimentalni del. Pri kemijskem delu smo z
metodo UV-VIS spektrofotometrije izmerili absorbance razli¢nih vzorcev pri doloc¢eni valovni
dolzini in izracunali koncentracijo kofeina v vsakem vzorcu. Izbrali smo 5 razli¢nih vrst ¢ajev-
zeleni, ¢rni, rdeci, beli in matcha zeleni ¢aj. Za primerjavo smo vzeli $e vzorec kave. Dobljene
koncentracije smo primerjali z Ze znanimi raziskavami.

Pri bioloskem delu smo z metodo Stetja srénega utripa opazovali vpliv raztopin razli¢nih ¢ajev
na sréni utrip vodne bolhe. Dobljene rezultate smo primerjali z izraCunanimi koncentracijami
pri kemijskem delu in povlekli vzporednice med koncentracijo kofeina v ¢aju in vplivu le tega

na sréni utrip vodne bolhe.

3.2 VZORCI
3.2.1 Vzorci ¢ajev

Vsi vzorci ¢ajev so bili kupljeni v trgovini Chai v Europarku v Mariboru. Vzorci oznaceni s
Stevilkami od 1 do 4 so bili v obliki posuSenih listov shranjeni v papirnatih natron vreckah z
zapirali po 50 g. Vzorec oznacen s $tevilko 5 je bil shranjen v obliki prahu v treh majhnih
vrec¢kah po 10 g, ki so bile v posodi s pokrovom.

Vzorec Stevilka 1 je japonskega porekla, vzorci 2, 4 in 5 so kitajskega porekla in vzorec Stevilka

3 je indijskega porekla.

Tabela 1: Opis vzorcev cajev

Vzorec | Poreklo Rok uporabe Ime vzorca- oznaka Oblika

1 Japonska junij, 2023 zeleni Caj posuseni ¢ajni listi
2 Kitajska maj, 2022 ¢rni Caj posuseni ¢ajni listi
3 Indija april, 2022 rdeci ¢aj posuseni ¢ajni listi
4 Kitajska april, 2022 beli ¢aj posuseni ¢ajni listi
5 Kitajska 1.9. 2022 matcha ¢aj prah
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3.2.2 Vzorec kave

Slika 4: Caji uporabljeni v raziskovalni nalogi (lasten vir)

OXAL s

0 ;
"9anic Chinese

Shag Xing

Za vzorec kave smo vzeli mleto kavo Barcaffé classic, ki je bila kupljena v trgovini Mercator.

Vzorec kave, ki je oznacen s Stevilko 6, je bil shranjen v plasti¢ni vrecki, v notranjosti obdani

s folijo in je slovenskega porekla.

Tabela 2: Opis vzorca kave

Vzorec

Poreklo

Rok uporabe

Ime vzorca- oznaka

Oblika

slovensko

15. 3. 2022

kava

mleta- prah
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3.3 KEMIJSKE METODE IN MATERIALI

3.3.1 Priprava infuzij

Infuzije od 1 do 6 smo pripravili po istem postopku. Natehtali smo 1g vsakega vzorca v ¢aso in
dodali 100 ml vrele vode, temperature 100 °C, z merilnim valjem, pri cemer smo zadnjih nekaj
kapljic dodali s kapalko, za vec¢jo natancnost. Pripravljene infuzije smo pustili 5 minut. Nato
smo pri vzorcih od 1 do 4 uporabili tehniko dekantiranja, da smo lo¢ili ¢ajne liste od tekocine.
Vzorca5 in 6 pasmo z lijem prefiltrirali. Tako pripravljene infuzije smo uporabili pri bioloskem
eksperimentalnem delu, za kemijski del pa smo jih Se dodatno razred¢ili v razmerju 1:100,
drugace ni bilo mogoce izmeriti absorbance pri valovni dolzini 273 nm z UV

spektrofotometrom.

Slika 5: Cajne infuzije (lasten vir)

3.3.2 Red¢enje infuzij

Pripravljene infuzije iz tocke 3.3.1 smo redcili v razmerju 1:100. Tako pripravljene raztopine

smo uporabili v naslednjem koraku dolo¢anja koncentracij kofeina.

Slika 6: Raztopine cajev (lasten vir)
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3.3.3 Doloc¢anje koncentracij kofeina z UV-VIS spektrofotometrom

Princip:

Koncentracije kofeina v posameznih vzorcih smo dolo¢ili z UV-VIS spektrofotometrom.
Metoda spektrofotometrije temelji na interakcijah med neko snovjo in elektromagnetnim
valovanjem. Pri tej metodi merimo absorbcije monokromatske svetlobe oziroma svetlobe ene
valovne dolzine pri prehodu skozi vzorec in na podlagi tega dolo¢imo koncentracijo analita

oziramo izbrane snovi (Miklav¢ic, 2015).

Aparature in pribor:

o UV-VIS Spektrofotometer: Perkin Elmer Lambda Bio+ (izmerjena absobanca: +
0,0001)

o tehtnica (£ 0,0001g; + 0,019)

o merilne pipete (+ 0,05ml; 0,02ml; 0,1ml)

o merilni valji (+ 1ml)

o merilna bucka (+ 0,200ml)

o caSe

o plasti¢ne kapalke

o sterilne zlicke

o steklene palcke s

© IIJ Slika 7: UV-VIS Spektrofotometer: Perkin Elmer
o filter papir Lambda Bio+ (lasten vir)
Izvedba:

Najprej smo naredili umeritveno krivuljo. Zacetno raztopino Cistega kofeina smo pripravili
tako, da smo v merilno bucko natehtali 0,2020 g kofeina in dodali destilirano vodo do oznake.
Pripravljeno zacetno raztopino smo red¢ili tako, da smo v ¢aSo odpipetirali dolocen volumen
zacetne raztopine (Vz) in dodali dolo¢en volumen destilirane vode (Vd), izmerjen z merilnim
valjem, da smo skupaj dobili 100 ml raztopine (tabela 3). V literaturi smo nasli podatek, da je
valovna dolzina kofeina 273 nm (Jaber Al-Obaidi, 2015). Spektrofotometer smo Kkalibrirali z
destilirano vodo. Nato smo izmerili absorbance petih standardnih raztopin pri valovni dolzini

273 nm. Vsaki raztopini smo izmerili absorbanco dvakrat in izracunali povprecje (tabela 3).
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Tabela 3: Mase in volumni uporabljeni za pripravo standardnih raztopin

Raztopina ms V, Vi
(mg) (ml) (ml)
1 0,404 0,2 99,8
2 0,808 0,4 99,6
3 1,01 0,5 99,5
4 1,21 0,6 99,4
5 1,62 0,8 99,2

Izracunali smo koncentracije standardnih raztopin in v programu Excel narisali graf absorbance

v odvisnosti od koncentracije, Ki prikazuje umeritveno krivuljo.

Nato smo pripravljenim raztopinam iz tocke 3.3.2 izmerili absorbanco dvakrat in nato
izracunali povprecje. Iz dobljenih absorbanc smo v programu Excel na podlagi umeritvene
krivulje izracunali koncentracije pripadajo¢im absorbancam. Iz dobljenih koncentracij smo

izracunali maso kofeina v pripravljenih infuzijah iz tocke 3.3.1.
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3.4 BIOLOSKE METODE IN MATERIALI

3.4.1 Metoda Stetja srénega utripa vodne bolhe

Pri prvem delu bioloskega eksperimentalnega dela smo preucevali vpliv pripravljenih infuzij iz
tocke 3.3.1 na sréni utrip vodnih bolh. Vodne bolhe smo na dan eksperimenta prevzeli v
Nacionalnem laboratoriju za zdravje, okolje in hrano na Teznu. Hranjene so bile v steklenem

kozarcu v akvarijski vodi.

Princip:

Daphnia magna ima to edinstveno lastnost, da je njeno telo prozorno, kar omogoc¢a opazovanje
srca. Metoda Stetja srénega utripa temelji na dejstvu, da nekatere snovi vplivajo na frekvenco
srénega utripa, kar je mogoce z lahkoto opaziti, kot spremembo v hitrosti bitja srca, ko je vodna
bolha izpostavljena doloCeni substanci. Ta metoda se pogosto uporablja v raziskovalne in

poucevalne namene.

Aparature in pribor:

o svetlobni mikroskop Leica DM500 s kamero
o objektna stekelca z vdolbinami
o plasti¢ne kapalke

o papirnate brisace

o koscki filter papirja

o case

o Stoparica na telefonu

%

o beli listi papirja .

\

ol
. 7
o barvna pisala =

N

Slika 8: Svetlobni mikroskop, pripomocki in vodne bolhe v
kozarcu (lasten vir)

Izvedba:

Pripravili smo si delovno okolje z vsemi potrebnimi materiali, pripomocki in aparaturami (slika
8). S plasti¢no pipeto, ki Smo jo na koncu poSevno odrezali, da je bila odprtina dovolj velika,
smo zajeli naklju¢no vodno bolho in jo previdno prenesli na objektno stekelce z vdolbino.
Vodno bolho smo pustili 3 minute, da se je privadila na novo okolje. Nato smo popivnali

odveéno vodo s kosckom filter papirja, da se vodna bolha ni preve¢ premikala med
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opazovanjem. Objektno stekelce smo dali pod mikroskop pod 400-kratno povecavo. Prilagodili
smo polozaj mizice tako, da smo jasno videli vodno bolho in da je bilo njeno srce na sredini
vidnega polja (slika 9). Ob mikroskopu smo imeli pripravljen beli list papirja, ¢rni flumaster in
Stoparico na telefonu. Gledali smo v mikroskop, pritisnili na Stoparico in zaceli risati pikice na
beli list papirja v ritmu bitja srca. Vsaka pika na papirju predstavlja en utrip srca (slika 10).
Merili smo 15 sekund in nato z rdecim pisalom presteli pikice na papirju ter Stevilo pomnozili
Z 4, da smo dobili Stevilo utripov na minuto. Po koncanem merjenju frekvence bitja srca, smo
dali vodno bolho v posebno posodo z vodo za Ze uporabljene zivali. Ta postopek smo ponovili
Se na eni vodni bolhi. Za ¢im ve¢jo natanc¢nost smo za kontrolo eksperimenta in za vsako
raztopino opazovali dve vodni bolhi in vsaki izmerili sréni utrip trikrat. Potem smo izracunali
povprecje utripov na minuto ene in druge vodne bolhe in $e njuno skupno povprecje, ki smo ga

obravnavali kot kon¢en rezultat. V programu Excel smo zracunali tudi standardne odklone.

Slika 9: Oznaceno srce vodne bolhe (lasten vir)
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Slika 10: Primer belezenja srcnega utripa vodne bolhe za zeleni caj (lasten vir)

3.4.2 Merjenje srénega utripa na vzorcu ¢loveske populacije

Pri drugem delu bioloskega eksperimentalnega dela smo preucevali vpliv pripravljenih infuzij

1z tocke 3.3.1 na srcni utrip ¢loveka. Vzorec ¢loveske populacije je predstavljalo 10 dijakov 1.

letnika iz Il. gimnazije Maribor, od tega je bilo 5 oseb Zenskega spola in 5 oseb moskega. Stari
so bili med 15 in 16 let.

Merilnik krvnega tlaka je lahko ro¢ni, avtomatski ali polavtomatski. Mi smo merili z

avtomatskim. Ima manSeto in vgrajen merilnik, s katerim zazna krvni tlak in sréni utrip.
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Aparature in pribor:

o nadlaktni merilnik krvnega tlaka Omron M2
o tehtnica (+ 0,01g)
o sterilna Zlicka

o papirnati kozarci

o lij
o filter papir
Slika 11: Nadlaktni merilnik krvnega tlaka Omron M2
(lasten vir)
Izvedba:

Pripravili smo ¢aje po postopku opisanem pod toc¢ko 3.3.1 z razliko, da smo vse ¢ajne infuzije
prefiltrirali z uporabo lija in filtrirnega papirja. Za vsako vrsto ¢aja smo pripravili po dve ¢ajni
infuziji. Testirancem smo izmerili sr¢ni utrip z nadlaktnim merilnikom krvnega tlaka pred in
10 min po zauzitju ¢aja. Za vsako vrsto ¢aja je bil eden izmed testirancev Zenskega in drugi

moskega spola.
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4 REZULTATI

4.1 Dolocanje vsebnosti kofeina

4.1.1 Umeritvena krivulja

Tabela 4: Podatki za umeritveno krivuljo za dolocitev koncentracije kofeina

Koncentracija Absorbanca pri 273nm
(mg/L) (0,001)
4,04 0,1105
8,08 0,3035
10,1 0,3945
12,12 0,4905
16,16 0,6940

Graf 1: Umeritvena krivulja s kofeinom
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4.1.2 Dolocanje kofeina v vzorcih ¢ajev in kave

Tabela 5: Absorbance in koncentracije razredcenih raztopin cajev in kave

Raztopina | Ime raztopine Absorbanca Koncentracija v
razredCeni raztopini
(mg/L)
1 zeleni Caj 0,2190 6,35
2 rdeci Caj 0,2265 6,51
3 ¢rni Caj 0,3365 8,8
4 Beli ¢aj 0,1505 4,92
5 matcha Caj 0,4315 10,78
6 kava 0,3175 8,4
Tabela 6: Masa kofeina v ¢ajih in kavi na 100 ml infuzije
Infuzija Ime infuzije Volumen infuzije masa kofeina
() (mg)
1 zeleni Caj 0,1 63,5
2 rdeci ¢aj 0,1 65,1
3 ¢rni Caj 0,1 88
4 beli ¢aj 0,1 49,2
5 matcha Caj 0,1 107,8
6 kava 0,1 84

Masa kofeina v prvotno pripravljeni kavni in ¢ajnih infuzijah se giblje med 108 mg in 49 mg
na 100 ml pripravljene infuzije. Najvec¢jo vsebnost kofeina ima matcha ¢aj in sicer 107,8 mg,

najmanjso pa beli ¢aj, 49,2 mg. Kava je po vsebnosti kofeina tretja z 84 mg.
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Masa kofeina (mg)

Graf 2: Masa kofeina od najvecje do najmanjse na 100 ml ¢ajne infuzije
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4.2 Merjenje frekvence srénega utripa vodnih bolh
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Tabela 7: Stevilo utripov na minuto pri izpostavljenosti razlicnim raztopinam

Povprecje Skupno
Pripravljena Vodna vpred povprecje
: (Stevilo N
raztopina bolha : : (Stevilo
utripov/min) : .
utripov/min)
1 192
kontrola 190
2 188
1 229,3
zeleni Caj 222,65
2 216
1 236
rdeci Caj 230
2 224
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1 228
¢rni Caj 228,65
2 229,3
1 217,3
beli ¢aj 213,3
2 209,3
1 232
matcha Caj 226,65
2 221,3
1 241,3
kofein
(destilirana 234,65
voda)
2 228
1 224
kofein
(akvarijska 232,65
voda)
2 241,3

Iz tabele 7 lahko razberemo, da se je vsem vodnim bolham, ki so bile izpostavljene raztopinam,
povecal sréni utrip glede na kontrolo. Najmanjse odstopanje od kontrole opazimo pri infuziji
belega caja, ki znasa 23,3 utripov/min, najvecje pa pri raztopini kofeina z destilirano vodo,
44,65 utripov/min. Izmed ¢ajev pa je najveCje odstopanje pri rdeGem caju in sicer 40

utripov/min.
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Graf 3: Frekvenca srénega utripa pri razlicnih raztopinah od najmanjse do najvecje
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Graf 3 prikazuje izmerjene frekvence srénega utripa od najmanjSe do najvecje v razli¢nih
raztopinah. Vidimo lahko, da raztopini ¢istega kofeina najbolj pospesita sréni utrip (323,65

utripov/min in 234,65 utripov/min). Med ¢aji pa ima najvecji vpliv rdeci ¢aj (230 utripov/min).
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4.3 Povecanje frekvence srénega utripa vodnih bolh v povezavi z vsebnostjo

kofeina

Graf 4: Frekvenca srénega utripa vodnih bolh v odvisnosti od mase kofeina na 100 m! cajne infuzije
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Iz grafa 4 vidimo, da frekvenca srénega utripa vodnih bolh ne naras¢a linearno glede na

vsebnost kofeina v dolo¢enem caju.

4.4 Merjenje frekvence srénega utripa ¢loveka

Tabela 8: Sréni utrip testirancev pred in po zauZitju c¢aja

Cajna fantje punce
infuzija Pred pitjem ¢aja | 10min po pitju ¢aja | Pred pitjem ¢aja | 10 min po pitju Caja
(St. utripov/min) (8t. utripov/min) (8t. utripov/min) (8t. utripov/min)

matcha caj 76 66 97 89

¢rni Caj 106 91 107 101

rdeci Caj 105 109 69 81

zeleni caj 93 102 92 94

beli ¢aj 112 118 80 79
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Graf 5: Sréni utrip testirancev moskega spola
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Iz grafa 5 vidimo, da se je prvima dvema testirancema sréni utrip zmanjsal 10 minut po zauzitju
¢aja in sicer prvemu za 10 utripov/min in drugemu za 15 utripov/min. Ostalim trem testirancem
pa se je sréni utrip povecal. Osebi 3 se je povecal za 4 utripe/min, osebi 4 za 9 utripov/min in

osebi 5 za 6 utripov/min.

Graf 6. Srcni utrip testirancev Zenskega spola
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Iz grafa 6 lahko opazimo, da se je trem osebam sréni utrip zmanjSal 10 minut po zauZitju ¢aja.
Osebi 1 se je utrip zmanjSal za 8 utripov/min, osebi 2 za 6 utripov/min in pri osebi 5 se skoraj
ni spremenil, samo za 1 utrip/min. Osebi 3 in 4 pa se je utrip povecal, za 12 utripov/min in 2

utripa/min.
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Graf 7: Povprecna sprememba srénega utripa po zauzitju cajev
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Iz grafa 7 lahko razberemo, da se je testirancem, ki so popili matcha in ¢rni ¢aj, sréni utrip
zmanjsal in sicer v povprecju za 9 utripov/min in 10,5 utripov/min. Tistim, Ki so popili rde¢i in
zeleni ¢aj, se je sréni utrip povecal v povpredju za 8 utripov/min pri rdeCem ¢aju in za 5,5
utripov/min pri zelenem caju. Beli ¢aj je imel neenoten in majhen vpliv na hitrost bitja srca.
Enemu izmed testirancev, ki je popil beli ¢aj, se je sréni utrip povecal za 6 utripov/min,

drugemu, pa se je minimalno zmanjsal za 1 utrip/min.
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4.5 Sprememba frekvence srénega utripa ¢loveka v povezavi z vsebnostjo
kofeina

Graf 8: Povprecna frekvenca srcénega utripa po uzivanju caja pri cloveku od mase kofeina v ¢ajih na 100 ml
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Najvecjo povprecno frekvenco srénega utripa po 10 minutah po zauzitju Caja, sta imeli osebi,
ki sta spili beli ¢aj (98,5 utripov/min), ki vsebuje najmanjSo maso kofeina (49,2 mg). Sréni utrip
oseb, ki sta spili zeleni ¢aj, je tik za rezultatom za beli ¢aj (98 utripov/min). Zeleni ¢aj ima drugo
najmanjSo vsebnost kofeina in sicer 63,5 mg. Pri testirancema, ki sta spila ¢rni Caj, z 88 mg
kofeina, je bil zabeleZen povprecen sréni utrip 96 utripov/min. Osebi, ki sta spili rdeci €aj, z
65,1 mg kofeina, pa sta imeli frekvenco srénega utripa 95 utripov/min. Opazimo, da se vrstni
red ¢rnega in rdecega €aja zamenja. Pri matcha Caju, ki pa ima najvisjo vsebnost kofeina (107,8

mg), pa je bil izmerjen povprecen sréni utrip 77,5 utripov/min.
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5 RAZPRAVA

Caj je ena izmed najbolj priljubljenih, lahko dostopnih in razgirjenih pija¢ na svetu. Pitje aja
ze od anticnih ¢asov spada med navade za krepitev zdravja. Moderne raziskave na podrocju
medicine to prepri¢anje samo $e potrjujejo in ponujajo znanstveno podprte dokaze. Cajevec
(Camellia sinensis) ljudje gojijo Ze tiso¢letja in njegove liste uporabljajo za zdravljene razli¢nih
obolenj. Novejse Studije predstavljajo nove pozitivne uéinke ¢ajnih listov in uZivanja ¢ajev na
zdravije. Zeleni in &rni ¢aj imata potencialne antikancerogene lastnosti. Stevilne raziskave
dokazujejo, da uzivanje Cajev pripomore k vzdrzevanju dobrega zdravja srca in ozilja ter
presnove. Caji pripomorejo k ohranjanju mladega videza in k prepre¢evanju sladkorne bolezni
ter debelosti (Khan in Mukhtar, 2013).

HIPOTEZA 1: ¢aj vsebuje ogromno razli¢nih substanc in spojin, ena najbolj znanih pa je
kofein, za katerega se v primeru ¢aja pogosto uporablja poimenovanje tein. Kofein predstavlja
do 4 % suhe mase Cajnih listov (Sivasubramaniam, 2019). Povprec¢ne vsebnosti kofeina v
razli¢nih &ajih zelo variirajo. Crni &aj v povpreéju vsebuje od 20 do 40 mg kofeina na 100 ml,
zeleni ¢aj od 8 do 20 mg na 100 ml, beli ¢aj od 3 do 25 mg na 100 ml in Matcha ¢aj v povprecju
vsebuje okoli 35 mg kofeina na 100 ml (Wartenberg, 2019). Rdeci ali oolong ¢aj pa v povprecju
vsebuje od 30 do 55 mg kofeina (Metropulos, 2017). Vrednosti kofeina se znotraj vrste ¢aja
zelo razlikujejo. Rezultati so pokazali najvecjo koncentracijo kofeina v matcha ¢aju, 107,8 mg
na 100 ml, najmanjso pa pri belem ¢aju, 49,2 mg na 100 ml. Zeleni ¢aj je po vsebnosti kofeina
na predzadnjem mestu, za belim ¢ajem, s 63,5 mg kofeina na 100 ml. Literatura navaja, da naj
bi zeleni ¢aj v povpredju vseboval manj kofeina kot beli, vendar ima beli ¢aj veliko vecji razpon
povprecnih vrednosti kot zeleni ¢aj. Posledi¢no je lahko razlog v tem, da beli ¢aj, ki smo ga
preucevali v raziskovalni nalogi, spada med tiste vrste, ki vsebujejo ve¢ kofeina (Hilal in
Engelhardt, 2007). S temi ugotovitvami lahko delno potrdimo 1. hipotezo. Dobljeni rezultati so
nekoliko visji od znanih povpre¢nih vrednosti. Razlog za to bi lahko bil v tem, da v nobeni
raziskavi ni bila uporabljena popolnoma enaka vrsta ali masa ¢ajnih listov za pripravo Cajev,
kot smo jo uporabili mi (1g na 100ml vode). Drugi razlog bi lahko bil v tem, da smo za pripravo
¢ajev uporabili vrelo vodo in ne deset ali dvajset stopinj pod vreliS€em, kot je to v navadi.
Karakose S. (2011) namre¢ navaja, da se pri visji temperaturi iz ¢ajnih listov izlo¢i ve¢ kofeina

kot pri nizji.
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Zanimiva je tudi barva ¢ajev, ki nekako sovpada z naras¢anjem vsebnosti kofeina (slika 5). Beli
¢aj (4), ki vsebuje najmanj kofeina, je najbolj svetlo rumene barve, sledi zeleni (1), ki je svetlo
zelene barve, rdeci (2), ki je svetlo oranzne, ¢rni (3), rdeCe barve in Se matcha (5), ki je temno
zelene barve. Na barvo ¢ajev naj bi vpliv postopek pridelave in dolo¢ene substance v ¢ajnih
listih. Crni &aj, ki je popolnoma fermentiran bo imel temnejse liste in posledi¢no bo tudi barva
napitka temnejsa, v primerjavi z belim ali zelenim ¢ajem, ki nista fermentirana (Liang et al.,

2003).

HIPOTEZA 2: za primerjavo s ¢aji smo vzeli tudi vzorec kave, saj je le ta glavni vir kofeina.
Kava kot napitek vsebuje ve& kofeina kot &aj. Studija Gilbert et al. (1976) navaja povpre¢no
vrednost ¢aja 27 mg na 237 ml in kave 74 mg na 237 ml, kar je skoraj 3-krat vec¢. Nasi rezultati
pa prikazujejo ravno nasprotno in sicer, da kava nima najvisje vsebnosti kofeina, temve¢ ima
nizjo kot matcha in ¢rni ¢aj, vendar visjo kot rdeci, zeleni in beli ¢aj. Razlog za to je v tem, da
vedina kavnih zrn Ze v osnovi vsebuje manj kofeina, kot ¢ajni listi (Wanyika et al., 2010). Cajni
listi vsebujejo 3,5 % kofeina, medtem ko kavna zrna samo od 1,1 do 2,2 %. Caji imajo po navadi
manjSo vsebnost kofeina, ker so bolj razredceni kot kava, saj uporabimo vec¢ kavnih zrn kot pa
Cajnih listov za pripravo napitka. Prav tako po navadi pripravimo kavo z vrelo vodo, ki povzroci
ekstrakcijo vecje koli¢ine kofeina iz zrn, medtem ko €aj pripravimo z vodo, ki ima nekaj stopinj
manj (Lisa Wartenberg, MFA, RD, LD, 2019). V nasem primeru smo natehtali enako koli¢ino
kave in ¢aja in jo raztopili v enaki koli¢ini vode, pri enaki temperaturi, pri ¢emer ¢aj ni bil bolj
razredCen, zato je razumljivo, da imata matcha in €rni ¢aj vecjo vsebnost kofeina, s ¢imer

moramo zavreci 2. hipotezo.

HIPOTEZA 3: vodna bolha Daphnia magna je testni osebek Stevilnih raziskav in u¢nih vaj za
ucence v Solskem laboratoriju. Na njej se v vecini izvajajo toksikoloSki testi. Je zares
edinstvena, saj omogoca opazovanje vpliva doloc¢enih substanc na srce, ki ga lahko opazujemo
v Zivem organizmu. Raziskave so pokazale, da kofein vpliva na frekvenco srénega utripa
dafnije in jo poveca (Kurien et al., 2018). Najvecji izmerjeni sréni utrip med vzorci Cajev je bil
zabeleZen pri vodni bolhi, ki je bila izpostavljena infuziji rdeega Caja (230 utripov/min), sledi
¢rni (228,65 utripov/min), matcha (226,65 utripov/min), zeleni (222, 65 utripov/min) in
nazadnje Se beli ¢aj (213,3 utripov/min). Raztopini Cistega kofeina pa sta imeli Se visje vrednosti

(234,65 utripov/min in 232,65 utripov/min). Manjsa razlika med prvo in drugo raztopino Cistega
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kofeina se pojavi zaradi uporabe razli¢ne vode pri pripravi raztopine. Pri prvi raztopini (kofein
1) smo uporabili destilirano vodo, ki ne vsebuje kisika in bi lahko bilo povecanje frekvence
srénega utripa posledica pomanjkanja kisika in ne samo delovanja kofeina. Zato smo drugo
raztopino (kofein 2) pripravili z akvarijsko vodo, v kateri so bile shranjene vodne bolhe in ki je
vsebovala kisik, da smo izkljucili morebitno odstopanje zaradi neprisotnosti kisika v prvi
raztopini, ki je imela verjetno ravno iz tega razloga za 2 utripa/min hitrej$i sréni utrip.
IzraCunane vrednosti standardnega odklona kazejo, da sta imeli vodni bolhi, izpostavljeni
raztopini ¢rnega Caja, najmanjsi standardni odklon (1,49), torej so bile vrednosti teh meritev
najmanj razprSene glede na aritmeti¢no sredino. Najvecji standardni odklon (14,31) pa je pri

raztopini kofeina z akvarijsko vodo.

Frekvenca srénega utripa v odvisnosti od mase kofeina v ¢ajih na zacetku narasca, torej vecja
kot je vsebnost kofeina, vecja bo frekvenca srénega utripa, saj je povpreéni sréni utrip pri belem
¢aju 213,3 utripov/min pri vsebnosti kofeina 49,2 mg na 100 ml in pri zelenem 222,65
utripov/min pri vsebnosti 63,5 mg na 100 ml. Nato pa se trend spremeni in sicer vecja kot je
vsebnost kofeina, manjsa je frekvenca srénega utripa. Vodni bolhi, izpostavljeni rde¢emu ¢aju
z vsebnostjo kofeina 65,1 mg na 100 ml sta imeli povpreéni sréni utrip 230 utripov/min. Pri
¢rnem ¢aju (88 mg na 100 ml) je frekvenca srénega utripa 228,65 in pri matcha ¢aju (107,8 mg
na 100 ml) je izmerjen sréni utrip 226,65. V razpravi raziskave Austin et al. (2019) je
predvidevano, da naj bi kofein vplival na zmanjSanje srénega utripa, kar delno sovpada z
dobljenimi rezultati. Med izmerjenimi vrednostmi frekvenc srénega utripa so med matcha,
rde¢im in ¢rnim ¢ajem zelo majhne razlike, okoli 2 utripa/min. Posledi¢no bi lahko bilo tudi
mogoce, da je prislo pri merjenju srénega utripa do napak, ki bi lahko celo spremenile vrstni
red frekvenc srénega utripa. Pri matcha in rde€em ¢aju je standardni odklon relativno velik
(8,54 in 11,94), medtem, ko je pri ¢rnem cCaju samo 1,49. Prav tako ne smemo izkljuciti
moznosti, da sta imeli naklju¢no izbrani bolhi pri izpostavitvi doloCenemu caju, ze v osnovi
vi§ji ali niZji sréni utrip in je zaradi tega posledi¢no prislo do merske napake. Mogoce je tudi,
da na sréni utrip vplivajo Se nekatere druge substance prisotne v ¢aju, zraven kofeina. Glede na
dobljene rezultate pa moramo 3. hipotezo ovreci, Ceprav so vrednosti pri zelenem in belem Caju
sledile predvidevanjem postavljene hipoteze, so Se vedno tri vrednosti od petih, ki pa sledijo

ravno obratnemu trendu.
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HIPOTEZA 4: studije so dokazale, da kofein vpliva na sréni utrip ¢loveka, saj lahko deluje na
encime v srcu, ki spodbujajo intenzivnost kréenja srca, torej povisajo frekvenco srénega utripa.
Velike koli¢ine kofeina pa lahko povecajo koli¢ino kalcija v sr¢nih celicah, ki regulira stiskanje
in sproS¢anje sré¢ne misice in posledi¢no vpliva na proces ¢rpanja krvi skozi srce. Vpliv kofeina
na srce in ozilje naj ne bi bil odvisen od vira kofeina (¢aj, kava...), temvec samo od koliCine le
tega v posameznih napitkih (Gluckman, 2010). Geethavani et al. (2014) navajajo poviSanje
srénega utripa za 4,4 utripe/min, kar je pri nasih rezultatih najblizje vzorcu zelenega Caja, pri
katerem se je testirancema povisal sréni utrip za 5,5 utripov/min. Primerjava med izmerjeno
frekvenco srénega utripa in vsebnostjo kofeina v ¢ajih ne sovpada povsem z literaturo.
Frekvenca srénega utripa se namre¢ v glavnem z nara$¢anjem mase kofeina v ajih niza. Studije
v vecini res trdijo, da kofein vpliva na povecanje srénega utripa in da ve¢ja koli¢ina kofeina
hitreje povisa bitje srca, vendar nekatere raziskave kazejo, da ¢aj v celoti, kot pijaca,
pomirjajoce vpliva na hitrost srénega utripa ¢loveka. Rezultati Studije Quinlan et al. (2000) so
pokazali, da €aj zvisa krvni tlak, hkrati pa tudi zniza sréni utrip. Tako lahko torej sklepamo, da
izoliran kofein povisa sréni utrip pri ¢loveku, ko pa se v ¢aju veze z drugimi substancami in
spojinami, kot so tanini, pa deluje pomirjevalno in celo zmanj$a sréni utrip. Rezultati, ki smo
jih dobili, se s tem delno skladajo. Matcha in ¢rni ¢aj sta v obeh primerih testirancem znizala
sréni utrip v primerjavi z zacetnim, medtem ko sta ga rdeci in zeleni ¢aj poviSala. Pri belem
Caju pa je bilo zaznati minimalno povisanje srénega utripa, pri cemer pri enem izmed testirancev
skoraj ni bilo spremembe. S temi ugotovitvami lahko delno potrdimo naso 4. hipotezo. Razlog
za nejasne rezultate bi lahko bil v premajhnem $tevilu testirancev, saj ima vsak posameznik
razli¢en metabolizem. Prav tako obstaja moznost drugih vplivov na merjenje utripa testirancev,
kot sta na primer vnos dolo¢ene hrane pred merjenjem in psihogeni odziv na merjenje, kar lahko
povisa ali zniza sréni utrip. Te dejavnike bi lahko minimizirali tako, da bi bili testiranci tes¢i in

da bi vzeli vedji vzorec populacije, ki bi nam omogocil vecjo zanesljivost izmerjenih podatkov.

Z naso raziskovalno nalogo smo Zeleli raziskati in preuciti kofein, kot svetovno priljubljeno
substanco, ki jo ljudje uzivamo na vsakodnevni ravni ter zmeriti vsebnost kofeina v razli¢nih

vrstah ¢ajev in preuciti njegov vpliv na sréni utrip organizmov.

Z nadaljnjo raziskavo in podrobnejSo analizo ¢ajev bi lahko pridobili Se natan¢nejSe rezultate.
Lahko bi izmerili skupne fenolne spojine in antioksidativno u¢inkovitost ter to merili na vodni
bolhi in ¢loveku. Vkljucili bi lahko e kombuca ¢aj in kombuc¢a napitek, ki je prav tako

fermentirana pijaca, Ki se pridobiva s pomocjo posebne oblike simbiotskih ocetno kislinskih
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bakterij in ve¢ vrst kvasovk v celulozni membrani. Zanimivo bi bilo vzpostaviti morebitne
korelacije med ucinki ¢ajev in kombuce na vodno bolho in ¢loveka ter raziskati Se dodatne

pozitivne ucinke na zdravje in dobro pocutje.
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6 ZAKLJUCEK

V raziskovalno nalogo smo vkljuéili 5 razli¢nih vrst ¢ajev in eno vrsto kave.

Z eksperimentalnim delom smo vzorcem cajev in kave izmerili vsebnost kofeina z metodo
spektrofotometrije. Z vzorci ¢ajev smo vplivali na sréni utrip vodne bolhe (Daphnia magna) in
¢loveka. Namen je bil ugotoviti povezavo med vsebnostjo kofeina v ¢ajih in njihovim vplivom

na frekvenco srénega utripa organizmov.

Ugotovili smo, da kofein v €ajih vpliva na sréni utrip vodnih bolh in da ima najvecji u¢inek
rdeci Caj. Frekvenca srénega utripa je pri zelenem in belem ¢aju z vsebnostjo kofeina narascala,

pri rdeCem, ¢rnem in matcha €aju pa je glede na vsebnost kofeina padala.

Rezultati kazejo na to, da ¢aji in kofein v njih prav tako vplivajo na sréni utrip ¢loveka, ni pa

povsem jasno, ali ga povecéajo 0ziroma zmanj$ajo.

Zanimive korelacije so se pokazale tudi med vsebnostjo kofeina in barvo ¢ajev. Temnejse barve

kot je bil ¢aj, ve¢ kofeina je vseboval.

Caji imajo vrsto pozitivnih udinkov na ¢lovesko telo in se Ze vrsto let uporabljajo na podrodju
medicine. Imajo potencialne pomirjevalne uéinke na sréni utrip, kar vodi v umirjenost in
sproscenost. S podrobnejs$imi raziskavami bi bilo mogoce na podlagi nase raziskovalne naloge
izdelati produkte, ki bi imeli pomirjajo¢ ucinek na telo in bi se lahko uporabljali pri razli¢nih
bolezenskih stanjih kot so napadi panike, kroni¢ni stres in anksioznost. Predvsem pa so tovrstne
raziskave pomembne za namene promocije zdravega nacina Zivljenja in povezovanja naravnih,
dostopnih bioaktivnih ucinkovin z domaco preventivno uporabo in uporabo v medicinske
namene. Hkrati pa nas z izvedenimi testi naravno pridobljenih uc¢inkovin na obcutljive vodne
organizme ozaves¢ajo in opozarjajo o vplivu in morebitni toksi¢nosti za vse organizme, ki bi

jih lahko bili izpostavljeni.

43



7 DRUZBENA ODGOVORNOST

Veliko ljudi vsako jutro iS¢e vir kofeina, ki bi jim dal obcutek prebujenosti. Velika ve€ina
poseze po kavi, Ceprav ima €aj ve¢ pozitivnih u¢inkov in ravno tako vsebuje kofein, ki se
pocasneje absorbira in deluje dlje ¢asa. Z eksperimenti in raziskavami smo dokazali potencialno
pomirjajoée delovanje kofeina v ¢aju na sréni utrip. Caji zraven tega vsebujejo $e druge
bioaktivne snovi, ki so zelo koristne za nase telo.

V laboratoriju smo varno izpeljali eksperimentalno delo. Pri pripravi ¢ajev za vzorec cloveske
populacije smo nosili rokavice in poskrbeli za higieno. VVzorce smo primerno zavrgli in v vseh
primerih ravnali v skladu s predpisi.

Z nasSo raziskovalno nalogo zelimo spodbuditi pogostejSe uzivanje ¢aja pri ljudeh, saj deluje
antibakterijsko, protivirusno, antikancerogeno, ima pozitiven vpliv na bolezni srca in ozilja,

bolezni osrednjega ZivEevja, na sladkorno bolezen in dobro pocutje nasploh.
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VIRI SLIK

Slika 1: Struktura molekule kofeina (Pub Chem, dostopno na

https://pubchem.nchi.nlm.nih.gov/compound/Caffeine#section=2D-

Structure&fullscreen=true, 12. 3. 2021)

Slika 2: Vodna bolha Daphnia magna (osebni arhiv avtorice)

Slika 3: Spolno in nespolno razmnoZevanje vodne bolhe (Tadeja Kosi, dostopno na

http://pefprints.pef.uni-lj.si/4735/1/Diploma__kosi__tisk.pdf, 19. 3. 2021)

Slika 4: Caji uporabljeni v raziskovalni nalogi (osebni arhiv avtorice

Slika 5: Cajne infuzije (osebni arhiv avtorice)

Slika 6: Raztopine ¢ajev (0sebni arhiv avtorice)

Slika 7: UV-VIS Spektrofotometer: Perkin EImer Lambda Bio+ (osebni arhiv avtorice)
Slika 8: Svetlobni mikroskop, pripomocki in vodne bolhe v kozarcu (0sebni arhiv avtorice)
Slika 9: Oznaceno srce vodne bolhe (osebni arhiv avtorice)

Slika 10: Primer beleZenja srénega utripa vodne bolhe za zeleni ¢aj (0sebni arhiv avtorice)
Slika 11: Nadlaktni merilnik krvnega tlaka Omron M2 (osebni arhiv avtorice)

Slika 12: Daphnia magna z dvema jaj¢ecema (osebni arhiv avtorice)

Slika 13: Daphnia magna (osebni arhiv avtorice)
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PRILOGA

Tabela 9: Izmerjen srcni utrip vodnih bolh izpostavijenih razlicnim raztopinam

Pripravljena
raztopina

Vodna bolha

Stevilo utripov
v 15s

Povprecje
(Stevilo
utripov/min)

Skupno
povprecje
(Stevilo
utripov/min)

kontrola

47

49

48

192

45

48

48

188

190

zeleni Caj

56

63

53

229,3

55

53

54

216

222,65

rdeci Caj

54

61

62

236

55

56

57

224

230

¢rni ¢aj

58

57

57

228

57

57

57

229,3

228,65

beli ¢aj

52

60

217,3

213,3
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51

52

61

54

209,3

matcha caj

58

55

60

232

54

56

56

221,3

226,65

kofein
(destilirana voda)

62

60

59

241,3

54

60

57

228

234,65

kofein
(akvarijska voda)

54

57

57

224

63

63

55

241,3

232,65
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Slika 13: Daphnia magna (lasten vir)
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