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„Kvalitativno i kvantitativno odre ivanje melatonina i mogu ih funkcija u prisustvu 
teških metala u biljnim organima Melissa officinalis L. i Valeriana officinalis L.”. 
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   Mr Elvisa Hodži , ro . Civi , ro ena je 31. januara 1984. godine u Biha u, Bosna i 
Hercegovina. Osnovnu i srednju školu završila je u Cazinu, gdje je i stalno nastanjena. 
Maturirala je 2002. godine odli nim uspjehom. Biotehni ki fakultet u Biha u, smjer 
Prehrambena tehnologija, upisala je školske 2002/2003. godine, a diplomski rad odbranila 
09. jula 2007. godine. Iste godine je upisala postdiplomski studij na Prirodno-
matemati kom fakultetu u Sarajevu. Magistarski rad pod nazivom „Mehanisti ke i 
kompjuterske studije reaktivnosti laktoperoksidaznog sistema“ je odbranila 03. jula 2012. 



godine. Od 2008. do 2012. godine bila je zaposlena kao asistent na Biotehni kom fakultetu 
Univerziteta u Biha u, a 2012. godine je izabrana u zvanje višeg asistenta za oblast 
Analiti ka hemija. Govori engleski i njema ki jezik. Udata je i majka jedne k erke. 
U estvovala je kao saradnik u izradi etiri nau no-istraživa ka projekta: 

1. Razvoj QSPR modela za predvi anje rastvorljivosti, pKa i apsorpcije lijekova i 
srodnih komponenti, Federalno ministarstvo obrazovanja i nauke BiH, 2009 - 2010. 

2. Inhibicija laktoperoksidaznog  sistema: reakcioni mehanizam i struktura aktivnog 
metalnog centra enzima, Federalno ministarstvo obrazovanja i nauke BiH, 2011 – 
2012. 

3. Kompjutersko dizajniranje novih antikancerskih lijekova - inhibitora protein 
kinaza, Federalno ministarstvo obrazovanja i nauke BiH, 2012–2013. 

4. Uspostavljanje kapaciteta selekcije otpada, Federalno ministarstvo okoliša i 
turizma. Podrška dizanja svijesti u okolišu u Federaciji BiH, Program 3. 2013. 
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         a) Zna aj istraživanja 



         Melatonin je neurohormon koji u estvuje u nekoliko fizioloških procesa u biljkama, 
gdje djeluje kao cirkadijarni regulator, regulator rasta i zaštitnik elija. Višestruka uloga 
melatonina u živom svijetu, kao i njegove mogu e i još neotkrivene uloge u biljnom 
svijetu, razlog su predloženog istraživanja, koje ima za cilj da detektuje odnosno 
identifikuje, kvantifikuje i dodatno razjasni ulogu melatonina. 
        Cilj istraživanja je identifikovati melatonin u razli itim dijelovima predloženih 
biljaka, u zavisnosti od uslova rasta, te utvrditi mogu e interakcije melatonina sa 
odabranim teškim metalima, sa kojima melatonin gradi odgovaraju e komplekse. 

         b) Pregled istraživanja 

Melatonin je po hemijskom sastavu N-acetil-5-metoksitriptamin hormon, sa brojnim 
fiziološkim ulogama kao što su kontrola raspoloženja, sna i tjelesne temperature,  kao i 
ulogu u fiziologiji mrežnice i sezonskoj reprodukciji. Melatonin je, tako e, uklju en i u 
brojne elijske aktivnosti djelovanja, gdje kao antioksidans djeluje protiv slobodnih 
radikala (Tan et al, 2010; Reiter et al, 2001). 
       U hemijskom smislu, melatonin (N-acetil-5-metoksitriptamin) je indolna komponenta 
dobijena iz serotonina (5-hidroksitriptamin). Oba biogena amina se sintetišu polaze i od 
aminokiseline triptofana u metaboliti kim rekacijama zastupljenim kod sisara. Smatra se 
da je melatonin pet puta aktivniji od glutationa prema hidroksilnim slobodnim radikalima 
(Arnao, 2014). Za antioksidativu aktivnost melatonina najvažnije su dvije metoksi-grupe 
na položaju 5 indolnog prstena i bo na acetil-grupa, pri emu melatonin donira elektron 
hidroksilnom radikalu uz nastanak indolil-kation-radikala, koji neutralizuje superoksid-
radikal. Zaštitno djelovanje melatonina protiv oksidativnog stresa uzrokovanog metalima 
prikazano je u istraživanjima in vivo i in vitro. Osim kod sisara melatonin je prisutan i u 
nekim mikroorganizmima i biljkama.  
      Podaci iz literature pokazuju da se regulacioni mehanizam melatonina kod sisara i 
biljaka razlikuje. Kod sisara, izloženost svjetlu uniformno smanjuje produkciju melatonina, 
dok kod nekih biljaka izloženost svjetlu naglo pove ava koncentraciju melatonina. 
U biljnim vrstama auksin, indolil-3-sir etna kiselina, ima neke sli nosti sa melatoninom, 
jer oba indolna jedinjenja imaju zajedni ki biosintetski put preko triptofana (Arnao, 2014).
Prvi dokaz o prisustvu melatonina u biljkama pojavio se 1995. godine (Dubbels et al., 
1995; Hattori et al., 1995), a u narednim godinama melantonin je otkriven u korijenu, 
listovima, plodovima, cvijetu i sjemenu velikog broja biljnih vrsta (povr e, žitarice, vo e, 
ljekovito bilje) (Paredes  et  al.,  2009;  Reiter  et  al.,  2007). U novije vrijeme se vrši 
ciljana genetska modifikacija nekih vrsta biljaka za proizvodnju ve e koli ine melatonina 
(Park  et  al., 2013 a, b). Pretpostavlja se da fitomelatonin može poslužiti kao regulator 
fotoperiodi nog i cirkadijurnog ritma (Kolar, Machácková, 2005), isto kao i univerzalni 
antioksidans upravo zbog svoje široke rasprostranjenosti u gljivicama, algama, 
bakterijama, životinjama i biljkama (Galano et al., 2011; Tan et al., 2012). injenica da je 
melatonin dokazano jak antioksidans u životinjskim elijama navela je istraživa e na 
zaklju ak da ova molekula djeluje sli no i u biljnom svijetu (Van  Tassel, O’Neill,  2001). 
Istraživanja su pokazala da melatonin igra važnu ulogu u mnogim funkcijama biljaka 
uklju uju i regulaciju mitoze, odga anju indukcije cvijeta, zatim u regeneraciji i rastu 
korijena, te u zaštiti od stresa uzrokovanog hladno om, salinitetom i toksi nim jonima 
bakra.  
     Prvi pravi izazov u kvantifikaciji fitomelatonina je pravilna ekstrakcija iz biljnog 
ekstrakta. Jedan od problema u pouzdanom mjerenju fitomelatonina, koji spominju brojni 
autori jesu poteško e u ekstrakciji (Cao et al., 2006).  
     Melatonin se obi no ekstrahuje iz materijala tretiranog te nim azotom razli itim 



organskim rastvara ima, naj eš e metanolom, hloroformom ili etil-acetatom. Zbog 
njegove amfifilnosti preporu uje se metoda direktne ekstrakcije (bez homogenizacije 
svježeg tkiva).  
     Podaci o sadržaju melatonina u samoniklim biljakama još uvijek su siromašni zbog 
velike raznovrsnosti biljaka. Sadržaj fitomelatonina se kre e od 6 pg/g u izbojcima 
Ipomoea nil L. do 34 g/g u korijenu Glycyrrhiza uralensis Fisch (razlika reda veli ine ak 
od 106). Ovakve velike razlike u sadržaju fitomelatonina tako er su opisane i kod kineskog 
ljekovitog bilja, u dijelu velike studije o 108 biljaka, gdje se nivo fitomelatonina kre e u 
rasponu od 12 ng/g u Gardenia jasminoides Ellis do 2,3 g/g u Viola Filipika Cav. (Chen et 
al. 2003).  
     Istraživanja melatonina uglavnom se izvode u sklopu istraživanja antioksidansa 
prisutnih u biljkama i biljnoj hrani. Razvoj novih metoda odre ivanja antioksidativnog 
djelovanja primjenjivih na razli ite vrste biljne hrane omogu ava utvr ivanje prisustva 
metabolita koji imaju antioksidativna svojstva, kao što su izme u ostalih organske kiseline, 
fenolne kiseline, flavonoidi (flavanoli, flavanoni i antocijanini), tokoferoli i karotinoidi. 
Jedna od najzanimljivijih grupa ovih jedinjenja su indolna jedinjenja, koja se sintetišu 
uglavnom iz aminokiseline triptofana. Indolna jedinjenja su veoma raznolika i brojna u 
mnogim biljkama, a u nekim slu ajevima se smatraju i ljekovitim. Najrasprostranjenije 
indolno jedinjenje od posebnog zna aja je indolil-3-sir etna kiselina (tzv. IAA), koja u 
biljkama, pored ostalih fizioloških funkcija, djeluje kao promotor rasta. 
     U istraživanju antioksidativnih svojstava razli itih indolnih jedinjenja je otkriveno da 
melatonin ima visok antioksidativni kapacitet u pore enju sa uobi ajenim antioksidansima, 
kao što su askorbinska kiselina ili troloks (sinteti ki analog vitamina E). Na eno je da 
melatonin ima dvostruko ve u antioksidativnu aktivnost od askorbinske kiseline ili 
troloksa, te približno dvostruko ve u aktivnost od drugih indolnih jedinjenja, kao što su 
indolil-3-sir etna kiselina kiselina, indol-3-metanol, indol-3-propionska kiselina, indol-3-
buterna kiselina i triptofan (Cano et al. 2003).  
Uopšteno, biološka aktivnost jedinjenja najviše zavisi od njihove molekulske strukture. 
Ako se poredi molekulska struktura melatonina i indolil-3-sir etne kiseline, može se 
zaklju iti da je u oba molekula prisutan indolni prsten, pri emu se supstituent na prstenu 
razlikuje.  
     U literaturi je navedeno da melatonin–indolamin, koga lu i epifiza, vrši antioksidativnu 
aktivnost i pokazuje antiestrogena svojstva. Ove dvije karakteristike djelovanja melatonina 
ine ovaj molekul potencijalnim zaštitnim sredstvom od ošte enja nastalih djelovanjem 

razli itih toksi nih sredstava, uklju uju i teške metale kao što je kadmijum. Istraživanja su 
nedavno pokazala da melatonin: (a) suzbija estrogeno djelovanje kadmija u mlije nim 
žlijezdama i uterusu miševa; (b) inhibira Cd-induciranu proliferaciju MCF-7 ljudskih elija 
raka dojke, te (c) smanjuje Cd-induciranu ekspresiju hTERT u MCF-7 elija (Martinez-
Campa et al. 2008). Tako e, u istraživanja zaštitne uloge melatonina protiv kadmijuma je 
pokazano da je melatonin malo, ali ne zna ajno, smanjio indukovanu lipidnu peroksidaciju. 
Na osnovu dobijene peroksidacije lipida je zaklju eno da pove anje koli ine melatonina 
smanjuje toksi nost kadmijuma, barem što se ti e dobivene peroksidacije lipida 
(Karbownik et al. 2001). 
Osim toga, smatra se da melatonin aktivira više razli itih antioksidativnih enzima, 
uklju uju i glutation reduktaze, glutation peroksidaze i superoksid dismutaze, 
omogu avaju i brzo uklanjanje vodonik-peroksida iz kortikalnih elija mozga štakora i 
pove ava proizvodnju enzima koji su uklju eni u sintezu glutationa, te sprije ava 
smanjenje fluidnosti membrane uzrokovane peroksidacijom lipida, i tako, ušestvuje u 
aktivnosti protiv slobodnih radikala (Garcia et al. 1997). 
Tako e, istraživanja su pokazala da je antioksidativna aktivnost melatonina zaštitni faktor 



prema karcinogenezi, neurodegeneraciji i starenju (Melchiorri et al. 1995), iako su 
sveobuhvatna istraživanja u ovoj oblasti nova i nepotpuna.  
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     c) Radna hipoteza sa ciljem istraživanja 

     Zaštitno djelovanje melatonina dokazano je u životinjskom svijetu, što ukazuje na 
njegovo mogu e sli no djelovanje i u biljnom svijetu. Ovaj neurohormon je identificiran u 
brojnim biljkama, uklju uju i i jestive sorte, ali njegova uloga još uvijek nije dobro 



razjašnjena. 
     U okviru ovog rada bi e provedeno istraživanje distribuciji melatonina unutar biljke, za 
koju se o ekuju velike varijacije tokom sezone uzgoja. Cilj istraživanje je odre ivanje 
sadržaju i potencijalne uloge melatonina u biljkama Melissa officinalis L. i Valeriana 
officinalis L. S obzirom da je utvr eno da razvoj korijena, mitoza i formiranje mitoti kog 
vretena zavisi od koncentracije melatonina u biljkama, smatra se da melatonin može 
poslužiti kao potencijalni regulator biljnog rasta i razvoja (Murch i Saxena 2002).  
    Tako e, poznato je da je melatonin hormon koji pomaže u regulisanju ciklusa spavanja i 
budnosti. Klini ki je dokazano da nedostatak melatonina dovodi do poreme aja sna. 
Uticaj svjetlosti na ciklus melatonina u biljkama nije dovoljno istražen. Postoje rijetki 
podaci o pove anoj proizvodnji melatonina u prisustvu svjetlosti, te zaklju ci o melatoninu 
kao fotoprotetkivnoj molekuli u biljkama. Na osnovu toga može se pretpostaviti da e 
koncentracija melatonina zna ajno varirati tokom 24 sata u zavisnosti od koli ine 
svjetlosti, ali i od vrste ispitivane biljke.  
    Jedan od ciljeva ovog istraživanja je mogu a primjena melatonina kao zaštitnog sredstva 
protiv abiotskog stresa. Dokazano je da tretiranje hemijskim agensima, kao što su vodonik-
peroksid, natrijum-hlorid i cink-sulfat, stimuliše endogeni nivo melatonina u korijenu 
je ma u zavisnosti od vremena izlaganja i koncentracije primjenjenog agensa, što igra 
zna ajnu ulogu u antioksidativnoj odbrani protiv hemijski indukovanog stresa. Uzimaju i u 
obzir sve navedeno, bi e ispitana interakcija melatonina sa pojedinim teškim metalima, te 
e se istražiti mogu a odbrambena svojstva melatonina, kao i mogu e inhibitorno 

djelovanje teških metala na aktivnost melatonina u regulaciji rasta biljke. O ekuje se da 
melatonin može, pored antiksidativne uloge, stvarati komplekse sa metalima i na taj na in 
imati zaštitnu ulogu.   

    d) Materijal i metode rada 

     Biljke su odabrane na osnovu iskustava o njihovoj djelotvornosti u lije enju neuroloških 
poreme aja i dokazanog prisustva indolamin neurohormona. Sjeme odoljena (Valeriana 
officinalis L.) i mati njaka (Melissa officinalis L.) bi e nabavljeno od Semenarne 
Ljubljana. Sjeme e biti sterilisano rastvorom hlorovodoni ne kiseline, isprano tri puta 
destilovanom vodom, te osušeno na sobnoj temperaturi. Isklijale bilj ice, sa potpuno 
razvijenim kotiledonima, sadi e sena na pripremljeno i u jesen obra eno zemljište, prema 
preporuci Stepanovi a i saradnika (2001). Sadnja se se vršiti ru no na rastojanju od 30 cm i 
me urednom rastojanju od 30 cm. Gaji e se u prirodnim uslovima fotoperioda. Mati njak 
e se gnojiti stajnjakom neposredno prije prvog okopavanja i nakon prve žetve, a odoljen 

azotnim ubrivom odmah poslije nicanja.  
Istraživanje e se provesti na podru ju opštine Cazin, a parcelice e sadržavati  

1. sjeme netretirano melatoninom - kontrola;  
2. sjeme netretirano melatoninom, ali tretirano jonima kadmijuma;  
3. sjeme netretirano melatoninom, ali tretirano jonima cinka;  
4. sjeme tretirano melatoninom;  
5. sjeme tretirano melatoninom i jonima kadmijuma i  
6. sjeme tretirano melatoninom i jonima cinka.  

     U stadijumu pred cvjetanje biljke uzorci korijena, lista i nadzemnog dijela biljke uzeti 2 
sata nakon no nog perioda, analizira e se na sadržaj melatonina. Uzorci lista e se uzeti iz 
zadnjeg potpuno razvijenog lista stabljike, a uzorci korijena e se najprije dobro oprati 
vodom i osušiti papirom kako bi se uklonila površinska voda, te usitniti za daljnju analizu. 
Prati e se uticaj melatonina na neke morfološke karakteristike biljaka (rast biljke, 



razvijenost korijena...). Tako e, odredi e se i sadržaj kadmijuma i cinka u navedenim 
biljnim dijelovima kako bi se ustanovila njihova distribucija u biljci, kao i njihov uticaj na 
sadržaj melatonina.  

- Hemikalije i reagensi: Melatonin, hloroform, etil-acetat, voda, acetonitril, metanol, 
etanol, dimetilformamid (DMF), cink(II)sulfat, kadmijum(II)sulfat, hrom(III)hlorid, te 
ostale neophodne hemikalije i soli nabavi e se od firmi Sigma Aldrich i Sinex Banja Luka. 

- Metode rada: Prije samog gajenja biljaka izvrši e se analiza zemljišta u cilju 
utvr ivanja fizi ko-hemijskih osobina zemljišta i sadržaja odgovaraju ih teških metala. 
Kvalitativno i kvanitativno odre ivanje melatonina u pojedinim dijelovima ispitivanih 
biljaka izvodi e e se metodom te no-maseno-masene hromatografije, LC/MS/MS 
tehnikom elektron-spej jonizacije (ESI) na ure aju sa Bruker Amazon SL MS/MS 
detektorom, koja se na osnovu literaturnih podataka pokazala kao najpouzdanija. Dobiveni 
podaci e se analizirati Compass Data Analysis softverom. Ekstrakcija melatonina e se 
vršiti procesom direktne ekstrakcije uzorka, uz prigušeno svjetlo. 1 g uzorka, usitnjenog na 
manje dijelove (3-5 mm) stavi e se u test-bo ice u kojima se nalazi etil-acetat (3 mL). 
Takvi uzorci bi e ostavljeni preko no i (15 h) na 4 °C u mraku uz miješanje, nakon ega se 
centrifugiraju na 6000 obrtaja/min tokom 20 minuta. Supernatant e se prenijeti u drugu 
bo icu, a preostali biljni materijal isprati sa 0,5 mL etil-acetata, a zatim e rastvara  biti 
ukonjen do suha u vakuum sušnici. Ostatak e se rastvoriti u metanolu (0,5 mL), filtrirati i 
analizirati LC/MS/MS tehnikom. Svi ekstrakti e se uvati u tamnim bocama, zašti eni od 
svjetlosti. Isti postupak bi e primjenjen i na standardnim rastvorima melatonina razli itih 
koncentracija (0,01, 0,1 i 1 mol/dm3) kako bi se procijenio stepen analiti kog odgovora 
melatonina. U istu svrhu primijeni e se i ultrazvu ni tretman, koji omogu ava ve u 
efikasnost procesa ekstrakcije, a primijenjiva e se nakon ekstrakcije preko no i, a prije 
udaljavanja rastvara a.  

     Sadržaj kadmijuma i cinka e se odre ivati metodom atomske apsorpcione 
spetrofotometrije, pri emu e uzorci biti tretirani nitratnom kiselinom. Svi dobiveni 
podaci za obe biljne vrste bi e statisti ki analizirani (ANOVA) matemati ko-statisti kim 
metodama korištenjem statisti kih programa XLSTAT 2010 i PAST 2013. Rezultati e biti 
prikazani tabelarno i grafi ki. 

    e) Nau ni doprinos istraživanja 

     U okiru doktorske disertacije pod naslovom „Kvalitativno i kvantitativno odre ivanje 
melatonina i mogu ih funkcija u prisustvu teških metala u biljnim organima Melissa 
officinalis L. i Valeriana officinalis L.” planirano je izvo enje veoma aktuelnog i 
zna ajnog istraživanja neurohormona u biljnom svijetu trenutno najsavremenijim 
metodama analiti ke hemije. Rezultati istraživanja e dati prikaz sadržaja melatonina u 
odabranim biljnim vrstama, kao i njegovu interakciju sa pojedinim teškim metalima. 
Mogu nost primjene melatonina u fitoremedijacijske svrhe je još jedan od mogu ih 
rezultata ove doktorske disertacije. Tako e, bi e ispitano i mogu e nastajanje 
odgovaraju ih kompleksa melatonina sa jonima kadmijuma i cinka.  
) ; 
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