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Rezime 
 

Heterociklični azo derivati predstavljaju značajnu klasu sintetskih boja. Ova jedinjenja 
dobijaju pažnju kako u akademskim istraživanjima, tako i u industrijskim krugovima, pre svega 
zahvaljujući izuzetnim svojstvima za bojenje, ali i zbog širokog spektra bioloških aktivnosti koje 
ispoljavaju. U ovoj doktorskoj disertaciji sintetisana su nova heterociklična azo jedinjenja i 
njihova struktura, svojstva i biološka aktivnost su temeljno proučavani. Prvo su sintetisani 
polazni heterociklični molekuli – 2-piridoni i 3,4-dihidropirimidin-2(1H)-oni (DHPM), koji su 
potom korišćeni za dobijanje ciljanih azo derivata. Sinteza različitih 2- 
-piridona ispitana je korišćenjem metode kontinualnog protoka, u kapilarnom mikroreaktoru, 
u cilju razvijanja efikasnijeg sintetskog postupka. U Biđinelijevoj (Biginelli) reakciji je sintetisan 
derivat DHPM-a sa nitro-grupom u fenilnom jezgru, a zatim je izvršena njegova redukcija do 
amino derivata, koristeći blage reakcione uslove. Nakon toga, DHPM derivat je diazotovan i 
kuplovan sa 2-piridonima, pri čemu se prvi put dobijaju azo jedinjenja koja u svojoj strukturi 
sadrže fragmente i 2-piridona i dihidropirimidinona. Hemijska struktura jedinjenja potvrđena 
je eksperimentalnim podacima (elementalnom analizom, termičkom analizom, ESI-MS, ATR-
FTIR i NMR spektroskopijom) i kvantno-hemijskom (DFT) proračunima. Pomoću DFT metode 
dobijeni su parametri optimizovane geometrije, teorijski FT-IR, NMR, UV-Vis spektri, oblik i 
energije graničnih molekulskih orbitala (EHOMO, ELUMO, ΔE). Poređenjem izračunatih i 
eksperimentalnih rezultata ustanovljeno je dobro slaganje podataka. Kako bi se rasvetlila 
reaktivnost ispitivanih molekula izračunate su mape elektrostatičkih molekulskih potencijala, 
kao i kvantno-hemijski molekulski deskriptori. Fotofizička svojstva proučavanih azo derivata 
ispitana su korišćenjem UV-Vis i fluorescentne spektroskopije. Ova analiza je pružila detaljne 
informacije o azo-hidrazon tautomeriji, interakcijama rastvarača sa molekulima boja, kao i 
uticaju pH sredine na kiselo-bazna svojstva datih molekula. Proučavanjem sposbnosti 
sintetisanih boja da emituju zračenje, ustanovljena su njihova fluorescentna svojstva, što je 
naročito značajno sa stanovišta otkrivanja novih fluorescentnih azo boja. Dalje je ispitana 
potencijalna biološka aktivnost novih azo derivata određivanjem in vitro antioksidativnih, 
antimikrobnih i antikancerogenih svojstava. Antioksidativna aktivnost je procenjena ABTS 
metodom. Antimikrobna svojstva su određena metodom difuzije na agarnoj podlozi, a test je 
sproveden na na patogenim sojevima Staphylococcus aureus ATCC 25923 (Gram-pozitivna 
bakterija), Escherichia coli ATCC 25922 (Gram-negativna bakterija) i Candida albicans ATCC 
24433 (oportunistička gljivica). Citotoksična svojstva su proučavana prema humanim 
malignim ćelijskim linijama: PC-3 (adenokarcinom prostate), A549 (karcinom pluća), K562 
(hronična mijeloidna leukemija), koristeći MTT test. Takođe, citotoksičnost novih azo derivata 
određena je i prema humanim normalnim fibroblastima pluća MRC-5, kako bi se odredila 
selektivnost u citotoksičnom dejstvu. Dejstvo derivata, sa najboljim citotoksičnim svojstvima, 
na promenu u distribuciji ciljanih K562 ćelija u pojedinim fazama ćelijskog ciklusa, ispitano je 
analizom na protočnom citometru. Na ovaj način rasvetljen je mehanizam citotoksičnog 
delovanja izabranog azo jedinjenja. Na kraju, primenom in silico modela izračunati su fizičko-
hemijski deskriptori i farmakokinetički parametri, na osnovu kojih je procenjena oralna 
aktivnost ispitivanih azo jedinjenja.  
 
Ključne reči: Biđinelijeva reakcija, sinteza metodom kontinualnog protoka, fluorescentna 
spektroskopija, antikancerogena svojstva, leukemija, ćelijski ciklus, ADME 
 
Naučna oblast: Hemijske nauke 
Uža naučna oblast: Organska hemija 
 
 

 



 
 

Abstract 
 

Heterocyclic azo derivatives represent a significant class of synthetic dyes. They have 
gained attention both in academia and industry, due to its exceptional coloration properties 
and a broad range of biological activities. In this doctoral dissertation, novel heterocyclic azo 
compounds have been synthesized and their structure, properties and biological activity have 
been thoroughly investigated. The starting heterocyclic molecules, 2-pyridones and 3,4- 
-dihydropyrimidin-2(1H)-ones (DHPM) were synthesized, and then were used in order to 
obtain the target azo derivatives. The synthesis of different 2-pyridones was studied using the 
continuous flow synthesis method, in a capillary microreactor, in order to develop a more 
efficient synthetic approach. In the Biginelli reaction, a DHPM derivative with a nitro group in 
the phenyl ring was synthesized, and then its reduction to the amino DHPM was performed, 
using mild reaction conditions. Thereafter, the amino DHPM was diazotized and coupled with 
different 2-pyridones, giving the series of novel azo compounds. The chemical structure of the 
azo compounds was confirmed by experimental data (elemental analysis, thermal analysis, ESI-
MS, ATR-FTIR and NMR spectroscopy) and quantum chemical (DFT) calculations. Using the 
DFT method, the parameters of optimized geometry, calculated FT-IR, NMR, UV-Vis spectra and 
frontier molecular orbital energies (EHOMO, ELUMO, ΔE) were obtained. By comparing the 
calculated and experimental results, a good corelation of the data was established. In order to 
elucidate the reactivity of the investigated molecules, maps of electrostatic molecular potentials 
were calculated, as well as quantum chemical molecular descriptors. The photophysical 
properties of the studied azo dyes were examined using UV-Vis and fluorescence spectroscopy. 
This analysis provided detailed information on azo-hydrazone tautomerism, solvent 
interactions with dye molecules, and the influence of pH of the medium on the acid-base 
properties of the studied molecules. Moreover, fluorescent properties of the novel dyes were 
established, which is important discovery since the fluorescent azo dyes are infrequent. The 
potential biological activity of the novel azo derivatives was investigated by determining in vitro 
antioxidant, antimicrobial and anticancer properties. Antioxidant activity was assessed by the 
ABTS method. Antimicrobial properties were determined by agar well diffusion method, and 
the test was performed on pathogenic strains: Staphylococcus aureus ATCC 25923 (Gram-
positive bacteria), Escherichia coli ATCC 25922 (Gram-negative bacteria) and Candida albicans 
ATCC 24433 (opportunistic yeast). Cytotoxic properties were studied against human cancer 
cell lines: PC-3 (prostate adenocarcinoma), A549 (lung cancer), K562 (chronic myelogenous 
leukemia), using the MTT assay. Also, the cytotoxicity of novel azo dyes was determined against 
human normal lung fibroblasts MRC-5, in order to determine selectivity in cytotoxic action. The 
cell cycle analysis of most prominent compound was examined in K562 cells, by flow cytometry, 
to study its mechanism of anticancer action. Finally, physicochemical parameters and ADME 
properties of novel compounds were calculated in silico in order to evaluate its oral activity. 
 
Keywords: Biginelli reaction, continuous flow synthesis, fluorescence spectroscopy, anticancer 
properties, leukemia, cell cycle analysis, ADME  
 
Scientific field: Chemical sciences  
Scientific subfield: Organic chemistry 
 
 
 
 

 
 
 



 
 

Spisak skraćenica i simbola 
 
A549 – humana maligna ćelijska linija karcinoma pluća 
ABTS – 2,2'-Azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina)-diamonijum-so 
ADME – Apsorpcija, distribucija, metabolizam, ekskrecija 
ATR-FTIR – Prigušena ukupna refleksija – Infracrvena spektroskopija sa Furijeovom 
transformacijom (engl. Attenuated Total Reflectance – Fourier Transform-Infrared 
Spectroscopy) 
13C NMR – Nuklearnо-magnetna rezonantna spektroskopija ugljenika (engl. C-13 Nuclear 
Magnetic Resonance) 
CF3COOD – Deuterisana trifluorosirćetna kiselina 
DTA – Diferencijalna termička analiza (engl. Differential thermal analysis) 
DTG – Diferencijalna termogravimetrijska analiza (engl. Differential thermogravimetric 
analyses) 
DHPM – 3,4-dihidropirimidin-2(1H)-on 
DFT – Teorija funkcionala gustine (engl. Density Functional Theory)  
DMSO – Dimetil-sulfoksid  
DMSO-d6 – Deuterisani dimetil-sulfoksid  
DMF – N,N’-dimetilformamid  
ESI-MS – Elektrosprej jonizacija – Masena spektrometrija (engl. Electrospray Ionisation – Mass 
Spectrometry) 
K562 – humana maligna ćelijska linija hronične mijeloidne leukemije 
MTT – 3-(4,5-dimetoltiazol-2-il)-2,5-difenil-2H-tetrazolijum-bromid 
1H NMR – Nuklearnо-magnetna rezonantna spektroskopija vodonika (engl. Protonic Nuclear 
Magnetic Resonance) 
HOMO – Najviša popunjena molekulska orbitala (engl. Highest Occupied Molecular Orbital)  
LSER – Linearna korelacija energije solvatacije (engl. Linear Solvation Energy Relationship)  
LUMO – Najniža nepopunjena molekulska orbitala (engl. Lowest Unoccupied Molecular Orbital)  
PC-3 – Humana maligna ćelijska linija adenokarcinoma prostate 
TG – Termogravimetrijska analiza (engl. Thermogravimetry analysis)  
UV-Vis – Ultraljubičasta-vidljiva spektroskopija (engl. Ultraviolet-Visible Spectroscopy) 
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Uvod 

 
Azo jedinjenja su obojene supstance koje predstavljaju najznačajniju grupu sintetskih 

organskih boja. Tradicionalno se najviše koriste u proizvodnji boja, za bojenje tekstilnih 
vlakana, a sa razvojem tehnologije pronašle su primenu u grafičkoj, optičkoj i elektronskoj 
industriji. Biološka aktivnost azo jedinjenja poznata je još od pre tzv. ere antibiotika, a jedan od 
prvih lekova koji se koristio za bakterijske infekcije bio je azo derivat nazvan Prontozil. Azo 
jedinjenja se jednostavno sintetišu u reakciji diazo-kuplovanja, polazeći od komponente za 
diazotovanje i komponente za kuplovanje, čijim variranjem je moguće sintetisati bezbroj 
različitih azo derivata. Mnoga istraživanja ukazuju da azo boje sa heterocikličnim fragmentima 
pokazuju bolja biološka svojstva u odnosu na karbociklična azo jedinjenja.  Azo boje na bazi  
2-piridona su heterociklična azo jedinjenja koja imaju izuzetna svojstva, kako u pogledu 
intenziteta i postojanosti boje, tako i u smislu biološke aktivnosti. Naime, u različitim studijama 
je pokazano da azo piridonske boje imaju dobru antimikrobnu, antioksidativnu i 
antikancerogenu aktivnost. Sa druge strane derivati 3,4-dihidropirimidin-2(1H)-ona koji se 
dobijaju u Biđinelijevoj reakciji predstavljaju veoma značajnu grupu heterocikličnih molekula 
koji ispoljavaju čitav spektar bioloških aktivnosti.  
 

Predmet istraživanja ove doktorske disertacije je sinteza novih azo derivata dobijenih iz 
dva heterociklična jezgra – 3,4-dihidropirimidin-2(1H)-ona i 2-piridona. Nova azo jedinjenja se 
dobijaju u reakciji diazo-kuplovanja, gde je komponenta za diazotovanje derivat DHPM-a, dok 
kuplujuću komponentu čine različito supstituisani 2-piridoni. U okviru disertacije sintetisano 
je sedam novih heterocikličnih azo derivata, a njihova struktura, svojstva i potencijalna 
biološka aktivnost su detaljno proučavani. 
 

Prvi deo disertacije se bavi sintezom polaznih heterocikličnih jedinjenja, koji se potom 
koriste za sintezu novih azo boja. Dobijanje derivata 2-piridona izvedeno je korišćenjem dva 
postupka. Prvi postupak podrazumeva konvencionalnu sintezu, polazeći iz različitih amida i 
dikarbonilnih jedinjenja, dok je drugi postupak sinteza u kontinualnom protočnom kapilarnom 
mikroreaktoru na sobnoj temperaturi. Konvencionalnim postupkom sinteze dobijen je osnovni 
3-cijano-6-hidroksi-4-metil-2-piridon, a variranjem polaznih reaktanata sintetisano je deset   
1-, 3-, 4- i 6- različito supstituisanih 2-piridona. Sinteza šest  
1,6-supstituisanih-3-cijano-4-metil-2-piridona ispitana je u kontinualnom protočnom 
kapilarnom mikroreaktoru u cilju razvijanja novog efikasnijeg postupka sinteze, pod blažim 
reakcionim uslovima. Optimizacija reakcionih uslova je izvedena variranjem protoka ulaznih 
reaktanata, odnosno određivanjem optimalnog vremena zadržavanja u kapilarnom 
mikroreaktoru. Uzimajući u obzir prinos, temperaturu i vreme trajanja reakcije utvrđena je 
efikasnost kontinualnog sistema. Na kraju ovog dela istraživanja sedam 1-, 3- i 4- različito 
supstituisanih 6-hidroksi-2-piridona odabrano je za sintezu novih azo derivata. Drugi deo 
disertacije je usmeren na Biđinelijevu sintezu. Dobijanje Biđinelijevog proizvoda, pogodnog za 
reakciju diazo-kuplovanja sa piridonima, je predstavljalo najveći izazov u toku sinteze željenih 
azo derivata. Iako je do danas sintetisano mnogo različitih Biđinelijevih proizvoda, derivati sa 
amino-grupom u fenilnom jezgru nisu popularni za sintezu, jer se ne mogu direktno sintetisati 
u Biđinelijevoj reakciji. Pregledom literature pronađeni su postupci koji uglavnom 
podrazumevaju sintezu u dva koraka. Prvi korak je sinteza DHPM-a sa nitro-grupom u fenilnom 
jezgru, koji se potom redukuje do amino analoga. Redukcija u ovim sintezama uglavnom je 
podrazumevala katalitičko hidrogenovanje, za koje je teško obezbediti uslove i koje je rizično 
za izvođenje. Zato je bilo neophodno pronaći blaže uslove sinteze pri kojima se nitro-grupa 
DHPM-a može redukovati do amino-grupe. Nakon niza eksperimenata pronađeni su optimalni 
uslovi za sintezu i nitro i amino DHPM-a. Prvo je optimizovana sinteza etil-6- 
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-metil-4-(4-nitrofenil)-2-okso-1,2,3,4-tetrahidropirimidin-5-karboksilata u mikrotalasnom 
reaktoru, čime se znatno skraćuje vreme trajanja reakcije. Potom se izvodi redukcija nitro 
analoga u blagim reakcionim uslovima, koristeći elementarni cink i amonijum-hlorid, čime se 
dobija Biđinelijev adukt etil-4-(4-aminofenil)-6-metil-2-okso-1,2,3,4-tetrahidropirimidin-5- 
-karboksilat, u visokom stepenu čistoće i dobrom prinosu. Nakon sinteze dihidropirimidinona 
i piridona, optimizovana je reakcija diazo-kuplovanja i sedam novih azo derivata dobijeno je u 
dobrim prinosima. Struktura sintetisanih azo jedinjenja potvrđena je eksperimentalnim  
(ATR-FTIR, 1H-NMR, 13C NMR) podacima i kvantno-hemijskim (DFT) proračunima. Čistoća 
jedinjenja je ustanovljena ESI-MS i elementalnom analizom. Termička stabilnost jedinjenja 
određena je TG/DTG i DTA tehnikom. Optimizovana geometrija, teorijski FT-IR, NMR i UV-Vis 
spektri, elektronska svojstva, mape elektrostatičkih molekulskih potencijala i  
kvantno-hemijski molekulski deskriptori izračunati su u okviru DFT analize. Fotofizička 
svojstva, tautomerija, uticaj interakcija rastvarača sa molekulima boja i uticaj promene pH 
medijuma proučavani su UV-Vis i fluorescentnom spektroskopijom. Ovde je važno naglasiti da 
su dobijeni podaci, o fluorescentnim svojstvima ispitivanih novih azo derivata, značajni jer se 
njima proširuju znanja o azo bojama, za koje se generalno smatra da nemaju fluorescentna 
svojstva. Nakon detaljne analize strukture i svojstava novih azo boja, ispitivana je njihova 
biološka aktivnost. Ispitivanjem in vitro antioksidativnih, antimikrobnih i antikancerogenih 
svojstava određena je aktivnost azo derivata i diskutovan je uticaj strukture na biološka 
svojstva. Analizom faza ćelijskog ciklusa, ćelija humane mijeloidne leukemije, rasvetljen je i 
mehanizam citotoksičnog delovanja najaktivnijeg azo derivata. In silico proračunima  
fizičko-hemijskih deskriptora i farmakokinetičkih parametara procenjena je oralna aktivnost i 
bioraspoloživost proučavanih azo derivata. Značajan doprinos ove disertacije predstavlja 
otkrivanje novih antikancerogenih azo derivata, pogotovo derivata koji imaju citotoksično 
dejstvo prema ćelijama humane mijeloidne leukemije, s obzirom na mali broj naučnih 
publikacija o aktivnosti azo derivata prema ovim malignim ćelijama. 
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1. Teorijski deo 
 

Istraživanja koja su sprovedena tokom izrade ove doktorske disertacije usmerena su na 
sintezu, strukturu, svojstva i biološku aktivnost novih heterocikličnih azo derivata 
dihidropirimidinona i piridona. S tim u vezi ovaj deo doktorske disertacije daje teorijski i 
literaturni pregled sinteze i svojstava pomenutih molekula, sa posebnim osvrtom na njihovu 
biološku aktivnost. 
 
1.1. Heterociklična jedinjenja azota 
 

Heterociklični molekuli, koji sadrže azot u strukturi, se definišu kao klasa jedinjenja koja 
nastaje kada se metinska grupa (–CH=) benzena, odnosno metilenska grupa (–CH2–) 
cikloheksana zameni atomom azota. Zamenom jednog atoma ugljenika u benzenovom prstenu 
dobija se piridin, dok se zamenom dva ugljenikova atoma dobijaju diazini piridazin  
(1,2-diazin), pirimidin (1,3-diazin) i pirazin (1,4-diazin) [1]. 
 

Heterociklična jedinjenja azota, ne samo da su široko rasprostranjena u prirodi, već su 
sastavni deo RNK i DNK molekula, što ih čini esencijalnim za funkcionisanje bioloških sistema. 
Poznato je da mnoštvo šestočlanih heterocikličnih jedinjenja kao što su: vitamin B3 
(nikotinamid), vitamin B6 (piridoksin), nikotinamid-adenin-dinukleotid-fosfat (NADP+), 
piridoksal-fosfat (PLP) igraju važnu ulogu u metaboličkim procesima. Heterociklična jedinjenja 
azota se nalaze kako u prirodnim, tako i u sintetskim proizvodima, a naročito u lekovima koji 
ispoljavaju raznovrsna dejstva kao što su antitumorno, antiinflamatorno, antimikrobno, 
antioksidativno i druga, te predstavljaju ključnu strukturnu jedinicu u farmaceutskoj industriji. 
Podaci Agencije za hranu i lekove Sjedinjenih Američkih Država (engl. U. S. Food and Drug 
administration) pokazuju da čak 60% lekova na tržištu ima heterocikličnu građu koja sadrži 
azot u strukturi. Važno je istaći da se piridin i njegovi derivati (piperidin, hinolin, izohinolin, 
piridon, diazini i triazini) najviše koriste u formulisanju lekova, usled čega spadaju u 
najrazvijenija heterociklična jedinjenja. Takođe, heterociklična jedinjenja azota nalaze primenu 
i u mnogim drugim oblastima kao što su poljoprivreda, industrija boja, materijala, senzora i 
polimera [1]. 
 

Iz ove klase jedinjenja izdvaja se 2-piridon – molekul izuzetnih bioloških svojstava. 
Derivati 2-piridona su veoma interesantni za farmaceutsku industriju, zbog relativno 
jednostavne sinteze i raznovrsnih terapijskih dejstava koje manifestuju. Do danas su razvijeni 
mnogi komercijalni lekovi koji se baziraju na ovoj strukturi, a među njima najpoznatiji Amrinon, 
Milrinon, Perampanel i Pirfenidion [1]. 
 
1.2. 2-Piridon: Struktura i svojstva 
 

Derivat piridina, 2-piridon (2-hidroksipiridin, 2(1H)-piridinon, 2-piridinol, 1,2-dihidro-
-2-oksopiridin) je bezbojna kristalna supstanca, rastvorna u vodi. Molekul 2-piridona podleže 
tautomernoj ravnoteži pa tako mogu postojati dva oblika: 2-hidroksipiridin (enolni oblik) i  
2-piridon (keto oblik). Enolni tautomerni oblik je i slaba baza, i slaba kiselina pa može postojati 
kao dipol-jon.  Keto tautomerni oblik i dipol-jon su rezonancioni hibridi, te je  
2-piridon dominantnija forma u odnosu na 2-hidroksipiridin (slika 1.1). Spektroskopske 
analize pokazuju da je keto tautomer dominantniji u čvrstom stanju i polarnim rastvaračima, 
dok je enolni oblik zastupljen u veoma razblaženim rastvorima, nepolarnim rastvaračima i u 
gasovitoj fazi [1]. 
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Slika 1.1. Tautomerna ravnoteža 2-hidroksipiridina i 2-piridona 
 

Strukturu 2-piridona detaljno je opisao Penfold (Penfold) na osnovu rendgenske 
strukturne analize [2]. Utvrđeno je da se između atoma azota jednog molekula i atoma 
kiseonika drugog stvara jaka intermolekulska vodonična veza, te se na taj način molekuli 
povezuju kroz čitavu strukturu, u beskonačan niz. Na osnovu izračunatih dužina veza i uglova 
ustanovljen je doprinos pet rezonancionih struktura (slika 1.2).  
 

 
 

Slika 1.2. Rezonancioni hibridi 2-piridona 
 

Sa slike 2 se može uočiti da kanonske strukture sa negativnom šaržom samo na 
kiseoniku imaju veći doprinos od onih sa negativnom šaržom i na ugljeniku, što ukazuje na 
veliku polarnost N–H···O veze. Takođe, ustanovljeno je da u rastvorima, molekuli 2-piridona, 
mogu formirati dimere sa dve vodonične veze, gde stepen dimerizacije zavisi od polarnosti 
rastvarača [2]. 
 

Struktura 2-piridona prisutna je u jedinjenjima prirodnog porekla, biološki aktivnim 
molekulima, farmaceutskim formulacijama, kao i u bojama, pigmentima, adhezivima i 
aditivima. Mnogi derivati 2-piridona ispoljavaju antibakterijsku, antivirusnu, antiinflamatornu, 
antihipertenzivnu, analgetičku, antikancerogenu i antioksidativnu aktivnost. Jezgro 2-piridona 
prisutno je u lekovima koji se koriste za kardiovaskularne bolesti, Alchajmerovu bolest i HIV 
virus [3-11]. Najnovije studije otkrivaju da pojedini derivati  
2-piridona imaju potencijalno inhibitorno dejstvo prema koronavirusu SARS-CoV-2, te imaju 
moguću primenu u lečenju COVID-19 zarazne bolesti, koje je izazvala pandemiju u martu 2020. 
godine [12, 13]. 
 

Usled nemerljivog značaja 2-piridona i njegovih derivata, sintezi ovih jedinjenja se 
posvećuje posebna pažnja. 
 
1.3. Sinteza 2-piridona 
 

Jednostavnom pretragom baze ScienceDirect i korišćenjem ključnih reči „sinteza  
2-piridona“, kao rezultat se dobija više od 6000 članaka, među kojima je preko 500 preglednih 
radova, oko 600 poglavlja u knjigama, i preko 380 objavljenih naučnih radova samo u 2020. i 
2021. godini, na ovu temu. Ovi podaci pokazuju koliko je sinteza 2-piridona i njegovih derivata 
široko izučavana i još uvek aktuelna [14].  
 

Prema literaturi, mnogobrojni postupci sinteze 2-piridonovog prstena mogu se podeliti 
na dva osnovna pristupa: i) sinteza iz drugih heterocikličnih jedinjenja i ii) sinteza 
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kondenzacijom acikličnih jedinjenja. Drugi pristup se zatim može podeliti prema tipu 
formiranja veze u toku ciklizacije, u zavisnosti da li se stvara C-C ili C-N veza [15]. 

 

1.3.1. Sinteza 2-piridona iz heterocikličnih jedinjenja 

 
Sinteza 2-piridona često se izvodi polazeći iz piridina, odnosno njegovih derivata. Na 

ovaj način 2-piridonov prsten se može sintetisati oksidacijom piridina i njegovih soli, 
hidrolizom 2-halopiridina ili u reakciji 2-alkoksipiridina sa Luisovim (Lewis) kiselinama. 
Takođe, heterociklični molekuli kao što su 2-piranoni, oksazinoni i izoksazoli predstavljaju 
važne prekursore za sintezu 2-piridonovog prstena [15]. 
 

Klasične metode oksidacije, kao što su oksidacija piridina bakar- ili cink-sulfatom 
uglavnom se pokazuju kao neefikasne za sintezu 2-piridona, pre svega zbog niskih prinosa 
reakcija (oko 15%). Zbog toga su razvijene unapređene metode oksidacije. Naime, Fernando 
(Fernando) i saradnici su ispitivali oksidaciju piridina i piridinijumovih soli kalijum-
fericijanidom u baznoj sredini (slika 1.3). Ova metoda dala je dobre prinose (oko 60%), kao i 
regioselektivnost [16]. 
 
 

 
 

Slika 1.3. Sinteza 2-piridona oksidacijom piridina [16] 
 

Sledeća metoda za sintezu derivata 2-piridona je hidroliza 2-halopiridina. Saterlend 
(Sutherland) i saradnici su ispitivali sintezu 2-piridona iz 2-fluorpiridina, u kiseloj sredini, u 
dioksanu i vodi. Ovaj postupak je veoma zastupljen jer daje izuzetno visoke prinose (oko 90%) 
3,5-disupstituisanih-2-piridona (slika 1.4) [17]. 
 
 

 
 

Slika 1.4. Sinteza 2-piridona hidrolizom 2-halopiridina [17] 
 

Međutim, i drugi heterociklični derivati su dobri prekursori za dobijanje 2-piridona. 
Primer je dat u radu Kalva (Calvo) i saradnika koji su ispitivali sintezu 2-piridona polazeći iz 
sililmetilizoksazola (slika 1.5). Ovo petočlano heterociklično jedinjenje je redukovano, uz 
otvaranje prstena, pri čemu nastaje silil-β-enaminoketon, koji u reakciji sa malonnitrilom daje 
5-sililmetil-2-piridon u prinosu od oko 50% [18]. 
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Slika 1.5. Sinteza 2-piridona iz sililmetilizoksazola [18] 
 
 
1.3.2. Sinteza 2-piridona iz acikličnih jedinjenja 
 

Sinteza 2-piridona iz acikličnih jedinjenja se izvodi korišćenjem dva osnovna pristupa, u 
zavisnosti da li se ciklizacija odvija putem formiranja C-C ili C-N veze. Zatvaranje prstena, 
stvaranjem C-C veze, najčešće podrazumeva aldolnu kondenzaciju jedinjenja koja sadrže 
amidnu grupu, kao što su amido-estri, amido-aldehidi, amido-ketoni ili imido-estri. Sa druge 
strane, ciklizacija nastajanjem C-N veze predstavlja jednu od najrazvijenijih metoda za sintezu 
derivata 2-piridona. Ona obuhvata reakcije kondenzacije 1,5-dikarbonilnih jedinjenja sa 
aminima ili amonijakom, ciklizacije cijano-ketona, kondenzacije nitrila i estarskih ili amidnih 
enolata, kao i kondenzacije (alkil-)cijanoacetamida ili cijanoacetata i 1,3-karbonilnih jedinjenja 
[15]. 
 

Jedan od klasičnih postupaka za sintezu 2-piridona putem formiranja C-N veze jeste 
kondenzacija 1,5-dikarbonilnih jedinjenja sa aminima ili amonijakom. Sinteza  
N-supstituisanih 2-piridona iz 1,5-dikarbonilnih jedinjenja prvo je ispitivana od strane Kuka 
(Cook) i saradnika, a kasnije je stekla veći uticaj, najviše zbog visokih prinosa (slika 1.6). Ovaj 
postupak i danas se često primenjuje [19,20]. 
 

 
 

Slika 1.6. Sinteza 2-piridona kondenzacijom 1,5-dikarbonilnih 
 jedinjenja sa amonijakom [20] 

 
Reakcija kondenzacije (alkil-)cijanoacetamida ili cijanoacetata  i 1,3-dikarbonilnih 

jedinjenja predstavlja jednu od najpolularnijih metoda za sintezu 4,6-disupstituisanih-3- 
-cijano-2-piridona. Ovaj postupak sinteze stekao je popularnost zahvaljujući izuzetnim 
biološkim svojstvima i primeni 4,6-disupstituisanih-3-cijano-2-piridona. Dikarbonilne 
komponente koje se koriste za sintezu su β-ketoaldehidi, β-ketoestri, β-diketoni i njihovi 
derivati. Reakcija se uglavnom odvija u nekom alkoholnom rastvaraču (metanol, etanol), a kao 
katalizatori, tradicionalno se koriste natrijum-hidroksid, kalijum-hidroksid, natrijum-karbonat, 
kalijum-karbonat i amini (piperidin, dietilamin). Usled rasprostranjenosti ove metode, danas 
su razvijeni i drugi brojni postupci koji podrazumevaju upotrebu međufaznih katalizatora, 
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enzima i polimera. Takođe, pored klasične sinteze u balonu, danas se sve više koriste postupci 
koji uključuju sintezu mikrotalasnom tehnikom i metodu kontinualnog protoka u 
mikrorektoru, kao i njihovu kombinaciju [21-23]. 
 

U farmaceutskoj industriji derivati 3-cijano-2-piridona su vredni krajnji proizvodi, kao i 
intermedijeri u sintezi složenijih jedinjenja. Među njima, derivati koji imaju kardiotoničnu, 
kardiovaskularnu i koronarnu aktivnost posebno su važni, jer su iz njihovih struktura proistekli 
neki komercijalni lekovi kao što su Milrinon i Amrinon [24]. 
 

U radu Alimarija (Alimmari) i saradnika objavljena je sinteza deset 4,6- 
-disupstituisanih-3-cijano-2-piridona. U zavisnosti od polaznih reaktanata, primenjeni su 
različiti reakcioni uslovi, a derivati 2-piridona sintetisani su u dobrim prinosima (slika 1.7). 4-
Supstituisani-6-hidroksi-3-cijano-2-piridoni dobijeni su u reakciji etil-acetoacetata, odnosno 
benzoil-acetoacetata i cijanoacetamida i kalijum-hidroksida, u etanolu. 4,6-Dimetil-3-cijano-2-
-piridon je sintetisan iz acetilacetona i cijanoacetamida u smeši voda/etanol, koristeći piperidin 
kao katalizator. 4-Metil-6-fenil-3-cijano-2-piridon dobijen je iz benzalacetona, cijanoacetamida 
i kalijum-hidroksida u smeši voda/etanol (1:1). Na kraju, 4,6-disupstituisani--3-cijano-2-
piridoni dobijeni su u reakciji etil-2-cijano-3-supstituisanih-akrilata sa acetofenonom i 
amonijum-acetatom, koristeći etanol kao rastvarač [25]. 
 

 
 

Slika 1.7. Primeri sinteze 4,6-disupstituisanih-3-cijano-2-diridona [25] 
 

Sintezu N-supstituisanih 3-cijano-2-piridona, mikrotalasnom tehnikom, izučavali su 
Mijin (Mijin) i Marinković (Marinković) (slika 1.8). Polazeći iz alkil-cijanoacetamida, 
acetilacetona i piperidina, za samo sedam minuta, dobijeni su željeni proizvodi u visokom 
prinosu [21]. 
 

 
 

Slika 1.8. Sinteza 2-piridona mikrotalasnom tehnikom [21] 
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Sinteza 3-cijano-6-hidroksi-4-metil-2-piridona, polazeći iz cijanoacetamida, etil-
acetoacetata i etilamina, primenom mikrotalasne tehnike, prvi put je objavljena 1994. godine. 
U poređenju sa klasičnom sintezom koja može da traje i do 16 sati, sa prinosom od 80%, 
mikrotalasnim zračenjem se za samo 5 minuta sintetiše proizvod u prinosu od 96%, što 
predstavlja izuzetno unapređenje sinteze. Kada se izvodi klasična sinteza ovog 2-piridona, u 
prisustvu kalijum-hidroksida, reakcija traje oko 8 sati, a prinos se kreće u granicama od 40% 
do 60%. Sinteza 3-cijano-6-hidroksi-4-metil-2-piridona iz etil-acetoacetata, cijanoacetamida i 
kalijum-hidroksida, u mikrotalasnoj pećnici, bez prisustva rastvarača dala je prinos od 60%, 
nakon samo 4 minuta zračenja (slika 1.9) [26]. 
 

 
 

Slika 1.9. Sinteza 3-cijano-6-hidroksi-4-metil-2-piridona 
 mikrotalasnom tehnikom [26] 

 
 
1.4. Sinteza metodom kontinualnog protoka  
 

Sinteza organskih jedinjenja u laboratoriji se i danas najčešće izvodi na tradicionalan 
način, u čaši ili balonu, uz zagrevanje i mešanje, a nakon završetka reakcije proizvod je potrebno 
prečistiti. Iako vrlo zastupljen, konvencionalni postupak ima mnoštvo nepovoljnih odlika, kao 
što su veliki utrošci vode za hlađenje, hemikalija za prečišćavanje proizvoda, produženo vreme 
trajanja reakcije i ugrožena bezbednost istraživača na radu, kada rukuje sa opasnim reagensima 
[27]. U poslednjih nekoliko godina, sinteza metodom kontinualnog protoka (engl. Continuous 
flow synthesis) dobija sve veću pažnju, a naročito kada se radi o dobijanju farmakološki aktivnih 
jedinjenja, jer predstavlja odličnu alternativu klasičnim postupcima i prevazilazi njihova 
ograničenja [28-31].   
 

Sinteza metodom kontinualnog protoka izvodi se u mikroreaktorima koji se definišu kao 
strukturirani kanali prečnika od 10 do 500 µm [32]. Visok odnos površine i zapremine u 
mikroreaktorima omogućava efikasan prenos toplote, a temperatura reakcione smeše se 
jednostavnije reguliše. Takođe, bolji prenos mase, bezbednija sinteza jedinjenja, izolacija 
proizvoda osetljivih na vazduh i vlagu, ponovljive sinteze i smanjenje opasnog otpada su ključne 
prednosti koje se ostvaruju korišćenjem mikroreaktora. Vreme zadržavanja reakcione smeše u 
mikroreaktoru se može jednostavno podešavati menjanjem protoka ulaznih reagenasa, što 
omogućava brze eksperimente, doprinosi efikasnosti procesa i skraćenju puta za prelazak na 
proizvodni nivo. Treba istaći da je upotreba mikroreaktora izuzetno pogodna za bezbedno 
izvođenje egzotermnih reakcija, jer se reakcije odigravaju u strogo kontrolisanim uslovima, u 
zatvorenom sistemu male zapremine. Iako se sinteza u kontinualnim sistemima uglavnom 
izvodi na sobnoj ili nižoj temperaturi, ekspanzija mikroreaktorske tehnologije doprinela je 
razvoju sistema u kojima se uspešno primenjuju visoke temperature i pritisak. Suočavanje sa 
generalno sporim reakcijama u organskoj sintezi znatno je unapređeno primenom 
mikroreaktora, usled efikasnijeg mešanja i bržih reakcija u kanalima malih zapremina [33,34]. 
 

Na slici 1.10 ilustrovani su različiti tipovi mikroreaktora. Čip mikroreaktori (slika 1.10, 
a) predstavljaju skup kanala urezanih u pločicu napravljenu od stakla, silikona ili nekog 
materijala (npr. polimera). Najčešće se koriste za sintezu u laboratorijskim uslovima i pogodni 
su za reakcije koje se odvijaju na nižim pritiscima. Kapilarni mikroreaktori (kapilarne cevčice 
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ili namotane (kružne) kapilare, slika 1.10, b) napravljeni od čelika ili polimera kao što su PEEK 
ili PTFE, pogodni su za sintezu u laboratorijskim uslovima, ali se mogu koristiti i u pilot 
postrojenjima, jer omogućavaju primenu visokog pritiska (do 450 bar) i temperature. Takođe, 
kapilarni mikroreaktori mogu sadržati pakovani sloj koji doprinosi intenzifikaciji procesa (slika 
1.10, b). 

 
 

Slika 1.10. Čip (a) i različiti kapilarni (b) mikroreaktori [33] 
 

Upotreba takozvanih mikro-/mezo-fluidnih kontinualnih protočnih reaktora čiji su 
kanali, odnosno kapilare prečnika ≥500 µm u sve većem je porastu iz godine u godinu. Takođe, 
sinteza mikrotalasnom tehnikom, kojom se obezbeđuje brzo zagrevanje, kratki eksperimenti i 
dobri prinosi, može da se kombinuje sa mikroreaktorima, što čini proces još efikasnijim. Još 
jedna atraktivna karakteristika mikroreaktorske tehnologije je lakoća uvećanja razmera 
procesa, bez potrebe za reoptimizacijom, jednostavnim povećanjem broja mikroreaktora u 
sistemu. Takođe, ovaj pristup sintezi olakšava razvijanje reakcija koje se zasnivaju na 
principima zelene hemije [27]. 
 

Sinteza u kontinualnim protočnim mikroreaktorima uspešno se primenjuje za dobijanje 
brojnih heterocikličnih jedinjenja koja ispoljavaju biološku aktivnost [35]. U nastavku su dati 
primeri koji ilustruju sintezu heterocikličnih jedinjenja ovom metodom. 
 

Švalbe (Schwalbe) i saradnici su razvili postupak za dobijanje biblioteke fluorhinolona, 
koristeći mikrorekatorsku tehnologiju [36]. Antibiotik Ciprofloksacin, sintetisan na ovaj način, 
izolovan je u prinosu od 60% i čistoće preko 90%. Polazeći iz komercijalno dostupnih 
reagenasa, u okviru pet transformacija koje se odigravaju u mikroreaktorskom sistemu, 
dobijeni su analozi Ciprofloksacina. Na slici 1.11 prikazana je sinteza glavnih intermedijera u 
sintezi – estara fluorohinolona, koji su dobijeni polazeći iz estra akrilne kiseline,  
1,8-diazabicikloundek-7-ena (DBU) i 1-metil-2-pirolidinona (NMP) u prinosu od oko 1 g/h. 
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Slika 1.11. Primer sinteze derivata fluorohinolona mikroreaktorskom tehnologijom [36] 

 
Hančova (Hantzsch) sinteza dihidropiridina, u kontinualnom protočnom reaktoru, 

ispitivana je u radu Lidbitera (Leadbeater) i saradnika [37]. Reakciona smeša koju čine 
benzaldehid, etil-acetoacetat, amonijum-hidroksid, voda i etanol (1:1), uvedena je pumpom u 
PTFE kružni protočni reaktor zapremine 14 ml. Na izlazu iz PTFE reaktora u sistem je uveden 
etil-acetat kako bi se sprečilo začepljenje reaktora usled stvaranja proizvoda. Reakcija je 
izvedena na temperaturi 110 °C, a pritisak na izlazu iz sistema bio je oko 7 bara. Sintetisani 
dihidropiridin dobijen je u prinosu od 53% (slika 1.12).  

 
 

Slika 1.12. Hančova sinteza u PTFE protočnom kružnom reaktoru [37] 
 

Još jedan primer sinteze u protočnim mikroreaktorima opisan je u radu Kosforda 
(Cosford) i saradnika [38]. U ovom radu razvijen je postupak za sintezu dihidropirimidinona 
koji se dobijaju u Biđinelijevoj reakciji. Sinteza je izvedena u mikroreaktoru zapremine 1000 µl, 
na temperaturi 160 °C u toku 20 minuta. Biđinelijev proizvod izolovan je u prinosu od 64% 
(slika 1.13). 
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Slika 1.13. Sinteza dihidropirimidinona u mikroreaktoru [38] 
 

 
1.5. Biđinelijeva reakcija 
 

Višekomponentne reakcije podrazumevaju upotrebu tri ili više reaktanta, u jednom 
koraku, u cilju dobijanja finalnog proizvoda koji poseduje karakteristike svih polaznih 
reagenasa. Ovaj metod za dobijanje raznovrsnih heterocikličnih struktura, star više od sto 
godina, i danas je eminentan u organskoj sintezi. Prvobitni doprinos razvoju višekomponentnih 
reakcija pripisuje se Štrekeru (Strecker) koji je 1850. godine sintetisao  
α-aminocijanide, polazeći iz aldehida, natrijum-cijanida i amonijaka. Hidrolizom ovih derivata 
dobijaju se α-aminokiseline, te je ova reakcija poznata kao Štrekerova sinteza aminokiselina i 
smatra se prvom višekomponentnom reakcijom. Nakon toga, višekomponentna sinteza stiče 
popularnost pa tako nastaju Hančova (Hantzsch), Paserinijeva (Passerini) i Ugiveva (Ugi) 
reakcija. Godinu dana nakon otkrića Hančovog dihidropiridina, 1893. godine Pijetro Biđineli 
(Pietro Biginelli) objavljuje kiselo katalizovanu, trokomponentnu sintezu  
3,4-dihidropirimidin-2(1H)-ona u jednom koraku. Kao polazne reaktante Biđineli je koristio 
benzaldehid, etil-acetoacetat i ureu, a reakcija se odvijala u etanolu, sa katalitičkom količinom 
hlorovodonične kiseline (slika 1.14). Ova reakcija postaje poznata kao Biđinelijeva reakcija i 
ima izuzetan značaj za sintezu DHPM derivata [39-42]. 
 

 
 

Slika 1.14. Biđinelijeva reakcija 
 

Ipak, Biđinelijeva reakcija dobija punu pažnju tek osamdestih godina XX veka, kada se 
postepeno otkrivaju brojna svojstva DHPM proizvoda. Sve veće interesovanje za ovu sintezu 
pripisuje se, pre svega, farmakološkim svojstvima i terapijskom dejstvu derivata DHPM-a. 
Naime, DHPM-i ispoljavaju brojna biološka svojstva, među kojima su antivirusna, 
antikancerogena, antibakterijska, antiinflamatorna, antimalarijska, antituberkulozna, 
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antidijabetska, antiepileptička aktivnost. Takođe, pojedini derivati DHPM-a se koriste kao 
blokatori kalcijumovih kanala, antihipertenzivni agensi, antagonisti i inhibitori [43-46]. 
 

U poslednjih nekoliko godina, Biđinelijeva reakcija se uspešno primenjuje za 
asimetričnu sintezu, zatim za razvijanje novih heterocikličnih jedinjenja sa optičkim svojstvima, 
u sintezi polimera, adheziva i boja [47-49].  
 

Pored široke primene u različitim oblastima, značaj Biđinelijevih proizvoda ogleda se u 
jednostavnoj sintezi i prečišćavanju, dostupnosti polaznih reaktanata i mogućnosti variranja 
svih komponenata reakcije, čime se postiže visok stepen diverziteta među derivatima [43]. 
 
1.5.1. Mehanizam Biđinelijeve reakcije 
 

Mehanizam Biđinelijeve reakcije proučavan je u mnogim eksperimentalnim i teorijskim 
studijama. Uopšteno posmatrajući, reakcija se može odvijati preko tri različita intermedijera, 
odnosno tri mehanizma (slika 1.15). Prvi mehanizam nazvan je iminijum putanja i 
podrazumeva kondenzaciju aldehida i uree, dajući iminijum-intermedijer, koji u reakciji 
nukleofilne adicije sa β-ketoestrom formira DHPM. Drugi mehanizam se naziva enamino 
putanja i zasniva se na kondenzaciji uree i β-ketoestra dajući enamino intermedijer koji zatim 
reaguje sa aledehidom te nastaje DHPM. Treći mehanizam uključuje Knovenagelovu 
(Knoevanagel) reakciju u kojoj se formira karbenijum-jon iz β-ketoestra i aldehida, a potom 
reaguje sa ureom dajući DHPM [43,50]. 
 

 
 

Slika 1.15. Tri predložena mehanizma Biđinelijeve reakcije [43] 
 

Prve mehanističke studije Biđinelijeve reakcije pojavljuju se 1933. godine, kada su 
Folkers (Folkers) i Džonson (Johnson) pokušali da rasvetle nastajanje DHPM-a [51]. Oni su 
pretpostavili da reakcija može da se odigra preko različitih intermedijera, ali samo u reakciji 
kondenzacije bisureida sa etil-acetoacetatom dobijen je Biđinelijev adukt. Četrdeset godina 
nakon ove studije, Svit (Sweet) i Fiskis (Fissekis) predlažu mehanizam putem nastajanja 
karbenijum-jona, koji se dobija u Knovenagelovoj reakciji, odnosno u kiselo-katalizovanoj 
aldolnoj kondenzaciji benzaldehida i β-ketoestra, a zatim da nastali karbenijum-jon reaguje sa 
ureom i nakon intramolekulske ciklokondenzacije daje DHPM [52]. Krajem devedesetih godina 
XX veka, Kape (Kappe) sprovodi mehanističku studiju, praćenu NMR spektroskopijom [53]. 
Prvo je praćena reakcija između benzaldehida i etil-acetoacetata u CD3OH i katalitičkoj količini 
HCl. Ustanovljeno je da, na sobnoj temeperaturi ne dolazi do aldolne kondenzacije, i da pod 
ovim uslovima nema reakcije između ova dva reagensa. Međutim, u reakciji između 
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benzaldehida i uree pod istim uslovima zapaženo je nastajanje bisureida (slika 1.16). Sa druge 
strane, ako se reakcija odvija u prisustvu sve tri komponente, dodatak etil-acetoacetata dovodi 
to nastajanja DHPM-a, bez prethodnog formiranja bisureida. Sumirano, rezultati ove studije 
sugerišu nastajanje DHPM derivata preko N-acilijum-jona, koji se dobija kiselo katalizovanom 
dehidratacijom N-(1-hidroksibenzil)uree, a koji se formira u reakciji nukleofilne adicije uree na 
benzaldehid. N-acilijum-jon zatim reaguje sa etil-acetoacetatom, a nastali intermedijer nakon 
ciklizacije formira DHPM [53]. 
 

 
 
 

Slika 1.16. Mehanizam po Kapeu [53] 
 

Mnoge teorijske studije urađene u XXI veku, takođe, ukazuju na nastajanje DHPM-a 
preko iminujum-intermedijera. Naime, ova putanja se pokazala kao najpovoljnija i sa strane 
kinetičkih i termodinamičkih parametara. Puripat (Puripat) i saradnici su 2015. godine objavili 
studiju mehanizma Biđinelijeve reakcije, koristeći uporedo dva proračuna: AFIR (engl. Artificial 
forced induced reaction) i DFT (engl. Density functional theory) [50]. Potvrđeno je da se 
dobijanje DHPM-a može dobiti putem sva tri pretpostavljena mehanizma (slika 15). U prvom 
mehanizmu (iminijum putanja), pokazano je da korak koji određuje brzinu reakcije jeste 
formiranje C-N veze u toku ciklizacije, sa energetskom barijerom od oko 21,5 kcal/mol. U 
drugom mehanizmu (enamin putanja), korak koji određuje brzinu reakcije takođe je ciklizacija, 
ali je u ovom slučaju energetska barijera viša za oko 10 kcal/mol, u odnosu na prvi mehanizam. 
U trećem pretpostavljenom mehanizmu (Knovenagelova putanja), korak koji određuje brzinu 
reakcije je nastajanje odgovarajućeg karbenijum-jona, a vrednost energetske barijere je za oko 
6,5 kcal/mol veća u odnosu na prvi mehanizam. Prema tome, izvodi se zaključak da je sa strane 
energetskog bilansa, iminijum-mehanistički put najpovoljniji. Takođe, ova studija je pokazala 
da urea poseduje i ulogu katalizatora, tj. da stabilizuje iminijum-jon formiranjem vodoničnih 
veza i da ima ulogu u transferu protona, što je neophodno za odvijanje reakcije. Stoga se izvodi 
zaključak da je Biđinelijeva reakcija urea-katalizovana, višekomponentna reakcija, koja se 
odvija putem iminijum-mehanizma. 
 
1.5.2. Sinteza Biđinelijevih proizvoda 
 

Sinteza Biđinelijevih proizvoda beleži konstantnu ekspanziju, najviše zbog dostupnosti 
i raznolikosti polaznih reagenasa čijom kombinacijom je moguće dobiti bezbroj derivata DHPM-
a. Biđinelijeva reakcija toleriše prisustvo brojnih funkcionalnih grupa (alifatične, aromatične, 
heterociklične grupe, halogeni elementi, metali) koje mogu biti prisutne u sve tri komponente 
– aldehidu, urei i dikarbonilnom jedinjenju. Međutim, nedostatak klasične sinteze DHPM-a je 
dugo vreme trajanja reakcije, praćeno konstantnim mešanjem i zagrevanjem, uz upotrebu jakih 
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kiselina, dok se proizvodi često izoluju u niskom prinosu. Ovaj problem je naročito prisutan 
ukoliko se reakcija odvija sa visoko funkcionalizovanim reaktantima. U cilju prevazilaženja ovih 
ograničenja do danas su razvijeni mnogi postupci sinteze DHPM-a koji omogućavaju veće 
prinose pod blažim reakcionim uslovima. Nove metodologije uključuju primenu različitih 
katalizatora kao što su: Luisove kiseline, organokatalizatori, biokatalizatori, nanokatalizatori, 
kao i postupaka koji se baziraju na principima zelene hemije. Tako su razvijene procedure za 
sintezu Biđinelijevih proizvoda koje preporučuju upotrebu jonskih tečnosti, heterogenih 
katalizatora, mikrotalasne tehnike, ultrazvučne tehnike, sinteze u kontinualnim sistemima i 
„solvent-free“ sinteze [43,54,55]. Sinteza Biđinelijevih proizvoda opisana je sledećim primerom. 
 

U radu autora Kapea i Štadlera sintetisana je biblioteka od 48 DHPM derivata [56]. 
Jedinjenja su sintetisana u Biđinelijevoj reakciji, upotrebom automatizovanog mikrotalasnog 
reaktora, polazeći iz 17 karbonilnih jedinjenja, 25 aldehida i 8 urea/tiourea. Kombinacijom svih 
polaznih reaktanata bilo je moguće sintetisati 3400 DHPM proizvoda, a reprezentativni set od 
48 analoga dobijen je automatskim dodavanjem reagenasa i zatim uzastopnim mikrotalasnim 
zračenjem svake viale. Korišćenje ovakvog automatizovanog mikrotalasnog reaktora daje 
mogućnost sinteze biblioteke ovog reda veličine u toku 12 časova, a proizvodi se dobijaju u 
visokom stepenu čistoće (preko 90%). Ovaj metod je naročito povoljan sa strane 
kombinatorijalne i medicinske hemije gde je brzina sinteze i čistoća proizvoda od izuzetne 
važnosti. 
 

Na slici 1.17 prikazana je opšta reakcija gradivnih komponenata DHPM-a, korišćenih u 
Kappe-ovoj studiji (strukturne formule svih polaznih jedinjenja dostupne su u radu [56]). U cilju 
optimizacije reakcionih uslova ispitano je korišćenje različitih rastvarača, katalizatora, kao i 
uticaj različitih reakcionih vremena i temperature na prinos i čistoću finalnih proizvoda. 
 

 
 

Slika 1.17. Opšta sinteza DHPM-a [56] 
 

Sinteza DHPM-a je ispitana u etanolu i u smeši sirćetna kiselina/etanol (1:3), polazeći iz 
ekvimolarnih odnosa svih reaktanata. Ova smeša se pokazala kao veoma pogodna za sintezu, 
jer na povišenoj temperaturi rastvara sve ispitane reaktante i omogućava lako izolovanje 
DHPM-a. Što se tiče ispitivanja najpogodnijeg katalizatora, još ranije je ustanovljeno da se urea 
u prisustvu hlorovodonične kiseline, na povišenoj temperaturi, vrlo često razgrađuje što dovodi 
do izdvajanja amonijaka, a samim tim i stvaranja nepoželjnih sporednih proizvoda. Kako bi se 
ova pojava prevazišla korišćene su Luisove kiseline Yb(OTf)3, InCl3, FeCl3, LaCl3, za koje se 
pokazalo da su veoma efikasni katalizatori Biđinelijeve kondenzacije, pre svega jer imaju 
ključnu ulogu u stabilizaciji intermedijera N-aciliminijum-jona. Yb(OTf)3 (iterbijum(III)-
trifluorometansulfonat) se pokazao kao najefikasniji katalizator u smeši sirćetna 
kiselina/etanol. Takođe, ispitan je i uticaj temperature na ostvarene prinose, te je izveden 
zaključak da se na višim temperaturama stvaraju nusproizvodi, dok na nižim temperaturama 
ne dolazi do potpune konverzije reaktanata, te je optimalna temperatura za sintezu između 100 
i 120 °C. Od ranije je poznato da tiourea, supstituisane uree/tiouree i supstituisani aromatični 
aldehidi slabije reaguju i generalno daju niže prinose DHPM-a. Najefikasniji katalizator u 
reakciji sa tioureom bio je LaCl3, pri vremenu zagrevanja od 20 minuta. Za sintezu proizvoda sa 
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ureeom uglavnom je bilo potrebno između 10 i 15 minuta zagrevanja u mikrotalasnom 
reaktoru. Svi proizvodi sintetisani u ovoj studiji dobijeni su u prinosu od 21-92%, a čistoća je 
potvrđena NMR spektroskopijom [56]. 
 
1.6. Biđinelijevi proizvodi sa biološkim svojstvima 
 

Na renome Biđinelijeve reakcije, kao jedne od najvažnijih za sintezu heterocikličnih 
molekula, najviše su uticala dva faktora: i) mogućnost korišćenja raznovrsnih polaznih 
reaktanata, čime se konstantno povećava raznolikost DHPM-a i ii) konformaciona fleksibilnost 
DHPM-a, odnosno sposobnost aril-grupe i estarskog fragmenta da slobodno rotiraju, čime se 
povećava mogućnost za uspostavljanje interakcija sa biološkim metama [57]. 
 

Derivati DHPM-a ispoljavaju mnoga biološka svojstva među kojima su antivirusna, 
antitumorska, antiinflamatorna, antibakterijska, antifungalna, antiepileptička i antimalarijska. 
U narednim odeljcima biće dati primeri nekih Biđinelijevih adukta koji imaju biološku 
aktivnost. 
 
1.6.1. Antikancerogena aktivnost 
 

Monastrol (slika 1.18, struktura S1) je molekul koji se dobija u reakciji Biđinelijeve 
kondenzacije polazeći iz etil-acetoacetata, 3-hidroksibenzaldehida i tiouree [58]. Još 1999. 
godine Majer (Mayer) i saradnici su objavili studiju o antikncerogenim svojstvima monastrola i 
njegovom mehanizmu delovanja na ćelijsku deobu [58, 59]. Ustavnovljeno je da monastrol 
prekida mitozu, tako što inhibira motornu aktivnost kinezina Eg5, proteina koji je uključen u 
formiranje deobnog vretena u toku ćelijske deobe [59, 60]. Usled ovog otkrića, struktura 
monastrola je postala inspiracija za sintezu sličnih derivata sa potencijalnim antikancerogenim 
dejstvom. 
 

U radu Rusovskog (Russowsky) [61] i saradnika sintetisano je 11 analoga monastrola, a 
jedinjenje dato strukturom S2 na slici 18, ispoljilo je veće citotoksično dejstvo, u poređenu sa 
monastrolom, i to prema malignim ćelijskim linijama UACC.62 (melanom), 786-0 (kancer 
bubrega), MCF-7 (kancer dojke), OVCAR03 (kancer ovarijuma) i HT-29 (kancer debelog creva). 
 

 
 

Slika 1.18. Monastrol i derivat monastrola sa antikancerogenim svojstvima [61] 
 

U cilju otkrivanja novih antikancerogenih agenasa, Kan (Kaan) i saradnici su u svom 
radu ispitivali inhibiciju Eg5 proteina različitim derivatima monastrola. Fluorastrol (slika 1.19) 
se pokazao kao bolji inhibitor, u odnosu na monastrol, usled prisustva atoma fluora koji 
uspostavljaju interakcije sa alosteričnim mestom enzima [62]. 
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Slika 1.19. Fluorastrol [62] 
 

U radu Rajt (Wright) i saradnika [63] sintetisan je DHPM-peptoid (slika 1.20) koji 
inhibira proliferaciju ćelija karcinoma dojke. Ispitivani DHPM-peptoid uspostavlja interakciju 
sa Hsp 70 proteinom, koji ima pojačanu aktivnost i regulaciju u kancerogenim ćelijama 
(karcinom dojke, pluća, debelog creva, cerviksa). Studija pokazuje da DHPM-peptoid deluje 
direktno na Hsp 70, inhibirajući ćelijsku proliferaciju, čime se zaustavlja rast kancerogenih 
ćelija.  
 

 
 

Slika 1.20. DHPM-peptoid [63] 
 
 

Kumar (Kumar) i saradnici [64,65] su se bavili sintezom nekih Biđinelijevih proizvoda 
supstituisanih cinamoil-, piridin-4-il- ili furan-2-il-grupama (slika 1.21), njihovom in vitro 
citotoksičnom aktivnošću prema MCF-7 malignim ćelijskim linijama (karcinom dojke), kao i 
komparativnom analizom pokazatelja molekulske sličnosti (engl. Comparative Molecular 
Similarity Index Analysis, CoMSIA), koja razmatra parametere koji utiču na vezivanje liganda za 
receptor (sterne i elektrostatičke karakteristike, hidrofobna svojstva, prisustvo donora i 
akceptora vodoničnih veza). Ispitivani derivati ispoljili su značajnu citotoksičnu aktivnost i 
sprečili rast kancerogenih ćelija za oko 70%. 
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Slika 1.21. Derivati koji ispoljavaju citotoksičnu  
aktivnost prema ćelijama karcinoma dojke [64,65] 

 
 
1.6.2. Antimikrobna aktivnost 
 

Usled sve učestalije rezistencije mikroorganizama na postojeće lekove, fokus mnogih 
istraživanja je usmeren na sintezu novih jedinjenja sa antimikrobnim svojstvima. U procesu 
razvijanja lekova često se sintetišu hibridni molekuli koji u strukturi imaju različite 
farmakofore čija kombinacija može doprineti poboljšanoj aktivnosti [65].  
 

Inspirisani biološkim svojstvima DHPM-a, indola, tiadiazola i Šifovih (Schiff) baza, Akaja 
(Akhaja) i saradnici su u radu [66] prikazali sintezu molekula sa svim navedenim 
farmakoforama, i ispitana je njihova antituberkularna aktivnost prema soju Mycobacterium 
tuberculosis H37Rv, antibakterijska aktivnost prema humanim patogenima Escherichia coli, 
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Salmonella typhi, Staphylococcus aureus, 
Staphylococcus pyogenus, Bacillus subtilis i antifungalna aktivnost prema Candida albicans, 
Aspergillus niger, Aspergillus clavatus gljivicama. Među sintetisanim derivatima, jedinjenja S13 
i S19 (slika 1.22), ispoljila su značajnu antimikrobnu aktivnost ka svim ispitivanim sojevima, 
dok je jedinjenje S13 pokazalo i dobru antituberkularnu aktivnost. 
 
 

 
 

Slika 1.22. Derivati sa antimikrobnim svojstvima [66] 
 

Biđinelijevi proizvodi sa 1,3-diarilpirazol supstituentom u položaju C4 (slika 1.23) 
takođe su pokazali izuzetna antituberkularna svojstva [67], dok su derivati supstituisani 
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fluorom i nitro-grupom pokazali i izuzetnu selektivnost u antimikrobnom dejstvu, u poređenju 
sa dejstvom prema normalnim VERO ćelijama (indeks selektivnosti > 500). 
 

 
 

Slika 23. Derivati sa antituberkularnim svojstvima [67] 
 

Antimikrobna aktivnost 4-aril-5-izopropoksikarbonil-6-metil-3,4-dihidropirimidinona, 
sintetisanih u radu Čitra (Chitra) i saradnika [68] ispitana je in vitro, prema sojevima 
Escherichia coli, Klebsiella pneumonia, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi i 
Staphylococcus aureus. Derivati supstituisani fluorom i nitro-grupom u para položaju fenilnog 
jezgra (slika 1.24) ispoljili su veću antimikrobnu aktivnost, u poređenju sa ciprofloksacinom 
kao standardom. 
 

 
 

Slika 1.24. Biđinelijevi proizvodi sa antimikrobnim svojstvima [68] 
 

Kim (Kim) i saradnici su u radu [69] sintetisali tridesetčetiri derivata DHPMa i ispitali 
njihovu antivirusnu aktivnost prema virusu humane imunodeficijencije (HIV-1 virus). Derivati 
prikazani na slici 1.25 su pokazali odlična inhibitorna svojstva, i pri koncentraciji od samo 90 
nM, uticali su na smanjenje replikacije HIV-1 u ćelijama od 50%. Sintetisani derivati ispoljili su 
bolju antivirusnu aktivnost u poređenju sa standardnim lekom nevirapinom. 
 

 
 

Slika 1.25. Biđinelijevi proizvodi sa anti-HIV aktivnošću [69] 
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1.6.3. Antiinflamatorna aktivnost 
 

Inflamacioni procesi (bol, temperatura, crvenilo, otoci, gubitak funkcije) se pojavljaju u 
organizmu kao odgovor na povredu ili infekciju, sa ciljem otklanjanja štetnog agensa i 
započinjanja procesa ozdravljenja. Akutna inflamacija može izazvati trajna oštećenja tkiva i 
organa, te je sa stanovišta medicinske hemije razvijanje novih antiinflamatornih jedinjenja 
značajna oblast istraživanja. Antiinflamatorna aktivnost određenog molekula može se proceniti 
različitim in vivo i in vitro metodama. Najčešće korišćeni animalni model za ispitivanje 
antiinflamatornog potencijala je test indukovanog edema šapice pacova, dok se in vitro najčešće 
određuje inhibicija proinflamatornih citokina (faktor nekroze tumora α (TNF-α) i interleukin 6 
(IL-6)), efekat na prostaglandin E2, hijaluronidazu, inducibilnu sintazu azot-monoksida (iNOS) 
i ciklooksigenazu-2 (COX-2) [70]. 
 

Proučavanje antiinflamatorne aktivnost Biđinelijevih proizvoda tema je mnogih 
objavljenih radova [65, 71-74]. U radu Mokalea (Mokale) i saradnika [71] sintetisana je serija 
tiokso Biđinelijevih jedinjenja i ispitana je njihova antiinflamatorna aktivnost, koristeći metodu 
indukovanog edema šapice pacova. Derivati prikazani na slici 1.26 ispoljili su najveću inhibiciju 
edema i u poređenju sa diklofenakom, kao referentnim lekom, pokazali su se kao obećavajući 
kandidati za nove antiinflamatorne agense. 
 

 
 

Slika 1.26. DHPM proizvodi sa antiinflamatornim svojstvima [71] 
 

U radu Talea (Tale) i saradnika [72] sintetisano je dvadesettri tio-analoga DHPM-a i 
ispitana su njihova antiinflamatorna i antimikrobna svojstva. Antiinflamatorna aktivnost je 
određena u odnosu na dejstvo prema proinflamatornim citokinima: faktoru nekroze tumora α 
(TNF-α) i interleukinu 6 (IL-6), u THP-1 ćelijama akutne monocitne leukemije. U ćelijama 
tretiranim sa 10 µM ispitivanog jedinjenja (slika 1.27) zapaženo je smanjeno lučenje TNF-α za 
78% i IL-6 za 96%, u odnosu na iste netretirane ćelije. Takođe, u istim eksperimentalnim 
uslovima referentni lek deksametazon inhibirao je TNF-α za 71% i IL-6 za 84%, što ukazuje da 
je Biđinelijev adukt novi potencijalni antiinflamatorni lek. 
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Slika 1.27. Biđinelijev adukt sa antiinflamatornim dejstvom [72] 
 

Poznato je da hronična inflamacija može biti povezana sa povećanom aktivnošću enzima 
hijaluronidaza koje katalizuju degradaciju hijaluronske kiseline [70]. Giriš (Gireesh) i saradnici 
[73] sproveli su studiju molekulskog dokinga koristeći neke Biđinelijeve adukte u cilju 
identifikacije struktura koje potencijalno inhibiraju hijaluronidaze. Studija je pokazala da 
derivati prikazani na slici 1.28 imaju izuzetnu sposobnost inhibicije hijaluronidaze od  
89-100%. 
 

 
 

Slika 1.28. Derivati DHPM-a sa hijaluronidaza-inhibitornim svojstvima [73] 
 

U studiji [74] ispitivana je antineuroinflamatorna aktivnost DHPM-a u mikroglijalnim 
ćelijama. Aktivnost jedinjenja testirana je na osnovu sposobnosti da inhibiraju proizvodnju 
azot-monoksida u ćelijama, a derivati prikazani na slici 1.29 ispoljili su snažna inhibitorna 
svojstva. Takođe, jedinjenje dato strukturom S44 ispoljilo je inhibiciju i prema prostaglandinu 
E2, inducibilnoj sintazi azot-monoksida (iNOS) i ciklooksigenazi-2 (COX-2). 
 
 
 

 
 

Slika 1.29. Jedinjenja sa antineuroinflamatornom aktivnošću [74] 
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1.6.4. Antioksidativna aktivnost 
 

Slobodni radikali, odnosno reaktivne vrste, mogu se podeliti na osnovu biogenog 
elementa u strukturi, i to na: reaktivne vrste kiseonika (engl. reactive oxygen species – ROS), 
reaktivne vrste azota (engl. reactive nitrogen species – RNS) i reaktivne vrste sumpora (engl. 
reactive sulfur species – RSS). Slobodni radikali su poznati po svojoj izrazitoj reaktivnosti, te u 
biološkim sistemima mogu da reaguju sa svim molekulima stvrajući nove reakcione vrste [75]. 
Prekomerno nastajanje ROS-a i RNS-a može negativno uticati na fiziologiju ćelija, odnosno 
izazvati oksidativni stres, pri čemu se narušava redoks homeostaza, što može biti povezano sa 
razvijanjem nekih ozbiljnih bolesti, kao što su kancer, dijabetes, Parkinsonova i Alchajmerova 
bolest i kardiovaskularna oboljenja [76]. Antioksidanti imaju aktivnost nasuprot slobodnim 
radikalima, te svojim delovanjem sprečavaju negativne efekte koji mogu da nastanu kao 
posledica dejstva reaktivnih vrsta [76-78]. 
 

Stefani (Stefani) i saradnici [79] su među prvima proučavali antioksidativni potencijal  
DHPM-a, ispitivajući lipidnu peroksidaciju, indukovanu in vitro FeCl2 i EDTA (etilen-diamin- 
-tetra-sirćetna kiselina), u jetri albino Vistar pacova, kao i nivo oksidacije jetre, odnosno 
redukcije ROS-a, koji je određen spektrofluorimetrijski. Derivati 1 i 2 (slika 1.30) ispoljili su 
snažnu aktivnost protiv lipidne peroksidacije indukovane FeCl2 i EDTA, pri koncentraciji od 200 
μM. Derivati S47 i S49 pokazali su bolji potencijal za redukciju ROS-a od derivata S48 i S50. 
 

 
 

Slika 1.30. Derivati DHPM-a sa antioksidativnim svojstvima [79] 
 

Nakon ove studije, mnogi drugi naučnici su se bavili antioksidativnim svojstvima raznih 
Biđinelijevih proizvoda. Na slici 1.31 prikazani su neki derivati za koje je ustanovljeno da imaju 
antioksidativni potencijal [80-82]. 
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Slika 1.31. Biđinelijevi adukti sa antioksidativnim potencijalom [80-82] 
 
1.6.5. Biđinelijevi proizvodi kao blokatori kalcijumovih kanala 
 

Blokatori kalcijumovih (Ca2+) kanala su jedna od najvažnijih grupa lekova za terapiju 
srčanih i kardiovaskularnih oboljenja. Njihovo dejstvo dovodi do relaksacije vaskularnih 
glatkih mišića i arterijskih krvnih sudova, kao i do dilatacije koronarnih krvnih sudova. 
Blokatori Ca2+ kanala se koriste u lečenju mnogih kardiovaskularnih oboljenja kao što su angina 
pektoris, srčana aritmija i hipertenzija [83]. 
 

Godine 1975. u kliničku praksu se uvode 4-aril-1,4-dihidropiridini  
(DHP) – najizučavanija klasa organskih blokatora Ca2+ kanala, a među njima se izdvaja Nifedipin 
(slika 1.32) kao izuzetno efikasan vazodilatator. Nakon toga sintetisan je ogroman broj DHP 
analoga, a pojedini derivati kao što su Nikardipin, Amlodipin, Lerkanidipin i Klevidipin 
pojavljuju se na tržištu kao komercijalni lekovi [84,85]. 
 

 
 

Slika 1.32. Struktura Nifedipina 
 

Kanina (Khanina) i saradnici [86] su 1978. godine prvi objavili strukturu DHPM-a S56 
(slika 1.33) koji ima hipotenzivna svojstva i srčano relaksacionu aktivnost. Kasnije, ispitivanjem 
raznih strukturnih modifikacija DHPM-a, uočeno je da derivati supstituisani estarskim grupama 
u položaju N3 (slika 1.34) pokazuju svojstva blokatora Ca2+ kanala slična svojstvima DHP-a [87-
89]. Derivat tiouree dat strukturom S57 (slika 1.34) se pokazao kao naročito aktivan, ali kada 
je sprovedena studija u in vivo uslovima, ispostavilo se da ovo jedinjenje ima brz metabolizam 
i malu oralnu bioraspoloživost, koja ometa željeno antihipertenzivno dejstvo [87]. U cilju 
prevazilaženja ovog ograničenja, sintetisani su derivati S58 i S59 (slika 1.34), koji su se pokazali 
kao izuzetno aktivni u poređenju sa Nifedipinom. Takođe, daljim ispitivanjem je ustanovljeno 
da na antihipertenzivna svojstva S58 i S59, u poređenju sa S57, uticaj ima poboljšana oralna 
bioraspoloživost koja je posledica veće hemijske stabilnosti derivata uree u odnosu na derivat 
tiouree. Što se tiče veze između strukture i aktivnosti N3 supstituisanih derivata, zapaženo je 
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da na aktivnost utiču: i) orto- i meta- supstituenti na fenilnom jezgru u položaju C4; ii) alkil-
grupa estarskog fragmenta u položaju C5; iii) priroda supstituenta u položaju N3. Još jedna 
interesantna karakteristika koja povezuje strukturu i antihipertenzivnu aktivnost je 
stereohemija DHPM derivata. Naime, pokazalo se da jedinjenja S58 i S59 pokazuju bolju 
aktivnost ukoliko je primenjen R-enantiomer, u poređenju sa S-enantiomerom [90]. 
 

 
 

Slika 1.33. Derivat DHPM-a sa hipotenzivnim svojstvima [86] 
 

 

 
 

Slika 1.34. Derivati DHPM-a sa svojstvima blokatora Ca2+ kanala [87] 
 
 
1.7. Azo boje 
 

Azo boje se definišu kao jedinjenja koja u strukturi sadrže simetrične ili asimetrične, 
aromatične, heteroaromatične ili alifatične grupe, međusobno povezane azo vezom (–N=N–). 
Azo boje su najvažnija grupa sintetskih boja, koja ima nemerljiv značaj za industriju i posebnu 
pažnju u sektoru istraživanja i razvoja. Podaci svedoče da se godišnje proizvede oko 7 x 107 
tona sintetskih boja, od čega azo boje zauzimaju 60–70% [91-93]. 
 

Interesovanje za sintezu azo jedinjenja je poraslo sedamdesetih godina XX veka, kada je 
u svetu nastala Naftna kriza, koja je doprinela naglom skoku cena petrohemijskih proizvoda, 
masovno korišćenih za proizvodnju boja. Tada se antrahinonske boje, koje imaju slabiju jačinu 
bojenja i ograničene mogućnosti sinteze, zbog veće isplativosti i boljih svojstava, zamenjuju azo 
bojama [94-96]. 
 

Renome azo jedinjenja se ogleda u brojnim karakteristikama kao što su: jednostavni 
postupci sinteze, dostupnost i raznolikost polaznih materijala, jak intenzitet boje i postojanost. 
Usled navedenih karakteristika, azo boje imaju primat u tekstilnoj i grafičkoj industriji. Koriste 
se za bojenje i prirodnih i sintetičkih vlakana, posebno su pogodne za bojenje najlona, celuloza-
acetatnih i akrilnih vlakana, polimernih materijala, zatim u proizvodnji grafičkih boja i lakova, 
kao i u proizvodnji i bojenju papira. Sa razvojem novih tehnologija, razvijale su se i azo boje, te 
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ne izostaje njihova primena u nelinearnim optičkim materijalima, solarnim ćelijama, 
skladištenju optičkih podataka i bioimidžingu [91-96]. 
 

Azo jedinjenja se mogu sintetisati na različite načine, ali najzastupljeniji je klasični 
postupak, odnosno diazo-kuplovanje, koje podrazumeva dva uzastopna koraka: diazotovanje 
primarnog aromatičnog amina i zatim kuplovanje sa jakim nukleofilom [91-96]. Međutim, 
razvijene su i mnoge druge procedure kao što su redukcija aromatičnih nitro-derivata u baznoj 
sredini i redukcija nitrozo jedinjenja litijum-aluminijum hidridom [97,98]. 
 

U zavisnosti od prirode fragmenata koja su povezani azo vezom (aromatično jezgro, 
kondenzovani aromatični prsten, heterociklično jezgro) dobijaju se jedinjenja različitih boja i 
svojstava. U nastavku će biti više reči o azo bojama sa heterocikličnim prstenovima u strukturi, 
njihovoj sintezi, primeni i svojstvima. 
 
1.8. Heterociklične azo boje 
 

U potrazi za novim bojama koje imaju unapređena svojstva, odnosno širok spektar boja, 
jak intenzitet i sjaj, dobre performance bojenja, kao i jednostavne postupke sinteze, izdvojile su 
se boje na bazi heterocikličnih prstenova. Naime, u ranim fazama istraživanja sintetskih boja, 
azo jedinjenja su uglavnom karakterisale žute nijanse, dok su antrahinonske boje bile crvene, 
plave i ljubičaste. U želji da se sintetišu boje koje će imati sjaj, postojanost i spektar boja kao 
antrahinonske boje, a jačinu boje i jeftinu proizvodnju kao azo boje, otkrivene su heterociklične 
azo boje. Zahvaljujući izvanrednim odlikama, ove boje su postale neprikosnovene u industriji 
bojenja i privukle su pažnju u mnogim drugim sferama kao što su farmacija i medicina [99]. 
 

U literaturi se može pronaći ogroman broj radova na temu sinteze, fizičko-hemijskih 
svojstava i biološke aktivnosti heterocikličnih azo boja. Kako je poznato da heterociklična 
jedinjenja imaju biološku aktivnost, azo boje sa heterocikličnom strukturom takođe mogu 
ispoljavati antimikrobna, antiviralna, antitumorna, antioksidativna, antiinflamatorna i druga 
svojstva, što je posebno interesantno sa stanovišta razvijanja novih jedinjenja sa 
farmakološkim potencijalom [100]. 
 

Heterociklične azo boje se mogu klasifikovati prema strukturi komponente za 
kuplovanje. U vezi sa tim razlikuju se boje na bazi pirazolona, iminopirazola, aminopiridina, 
aminopirimidina, hinolona, aminotiazola, i posebno značajna azo jedinjenja na bazi 2-piridona. 
Kao komponente za diazotovanje mogu se koristiti različiti derivati anilina, ili neka druga 
heterociklična jedinjenja sa amino grupom u strukturi, kao što su derivati tiofena, benzotiazola, 
izoksazola, pirazola, indola, indazola i drugi [91-96, 101]. 
 

Posebno interesantno svojstvo heterocikličnih azo boja jeste pojava azo-hidrazon 
tautomerije. Naime, azo jedinjenja koja u strukturi sadrže OH ili NHR grupe konjugovane sa azo-
grupom mogu intramolekulski razmenjivati proton i tako postojati kao azo, odnosno kao 
hidrazon tautomerni oblik (slika 1.35) [102,103]. Sa stanovišta medicinske hemije definisanje 
strukture, odnosno tautomernog oblika je krucijalno, jer tautomeri imaju različita fizička 
svojstva i aktivnost. Studije pokazuju da su pojedini hidrazoni farmakološki izuzetno aktivna 
jedinjenja [104]. 
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Slika 1.35. Azo-hidrazon tautomerija na primeru  
3-cijano-5-fenilazo-6-hidroksi-4-metil-2-piridona 

 
Azo piridonske boje su značajna klasa heterocikličnih boja, pre svega, zbog široke 

komercijalne upotrebe. Sinteza ovih boja počinje sedamdesetih godina XX veka, a već desetak 
godina nakon prve sinteze one ulaze u masovnu proizvodnju za potrebe tekstilne industrije. 
Naime, ova jedinjenja spadaju u kategoriju disperznih boja, veoma efikasnih za bojenje 
sintetskih vlakana (karakterišu ih visoki molarni ekstencioni koeficijenti i dobra postojanost na 
pranje), koje baš tih godina preuzimaju ulogu glavnih materijala u tekstilnoj industriji. Kasnije, 
azo piridonske boje kreću da se koriste i u grafičkoj industriji u ink-džet štampačima, kao i u 
LCD ekranima [105]. Sa druge strane, biološka aktivnost azo piridonskih boja postala je tema 
mnogih naučnih radova i studija u kojima su ispitana njihova razna biološka svojstva [100, 104-
106]. 
 
1.8.1. Sinteza heterocikličnih azo boja 
 

Osnovna reakcija za sintezu azo jedinjenja, pa tako i heterocikličnih azo jedinjenja je 
reakcija kuplovanja između diazo komponente i komponente za kuplovanje [91-96]. Uslov pri 
izboru komponente za kuplovanje jeste prisustvo vodonikovog atoma vezanog za ugljenikov 
atom aktiviranog heterocikličnog prstena, koji u reakciji elektrofilne aromatične supstitucije 
reaguje sa diazotovanim jedinjenjem. Najčešći postupak za sintezu piridonskih azo boja 
prikazan je na slici 1.36. Diazonijumova so se priprema polazeći iz odgovarajućeg primarnog 
amina (anilin, supstituisani anilin ili neki heterociklični amin) u prisustvu jake kiseline, kao što 
je hlorovodonična kiselina, i natrijum-nitrita, na niskoj temperaturi (0–5°C). Dobijeno diazo 
jedinjenje se potom kupluje sa 2-piridonom (0–5°C), dok se pH sredine održava oko pH 10, pri 
čemu nastaje željena azo boja. Izabrani 2-piridon može biti supstituisan u položajima: i) položaj 
1 (alkil-, fenil-, supstituisani fenil-, hidroksialkil-, karboksialkil-); ii) položaj 3 (cijano-, amido-, 
piridinijum-); iii) položaj 4 (alkil-, fenil-, supstituisani fenil-, trifluormetil-); iv) položaj 6 (alkil-
, fenil-, hidroksi-grupa) [105]. 
 

 
 

Slika 1.36. Reakcija diazo-kuplovanja na primeru sinteze  
3-cijano-5-fenilazo-6-hidroksi-4-metil-2-piridona 
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Ovaj postupak je primenjen za dobijanje velikog broja različitih azo piridonskih boja 
[105-111]. Azo boje na bazi 2-piridona uglavnom pokrivaju opseg između žutih i narandžastih 
nijansi, ali modifikacijom reaktanata mogu se dobiti i crvene, bordo i ljubičaste boje [105]. 
 

U cilju pronalaženja efikasnijih postupaka, skraćivanja vremena reakcije i postizanja 
boljih prinosa razvijeni su postupci za sintezu azo jedinjenja mikrotalasnom tehnikom i 
metodom kontinualnog protoka u mikroreaktorima [112,113]. 
 

Mijin i saradnici su razvili postupak za sintezu arilazo piridonskih boja koristeći tehniku 
mikrotalasnog zračenja [112]. U ovom radu prikazana je sinteza četrnaest  
5-arilazo-4,6-disupstituisanih-3-cijano-2-piridona (slika 1.37). Reakcija se odvija polazeći iz 
prethodno pripremljenog fenilazo dikarbonilnog jedinjenja i cijanoacetamida, u etanolu i u 
prisustvu kalijum-hidroksida, u toku 5 minuta u mikrotalasnom reaktoru. Isti postupak u 
klasičnim uslovima sinteze, daje dobre prinose, ali reakcija se odvija uz refluks oko 3 sata, što 
se korišćenjem mikrotalasne tehnike prevazilazi, jer se vreme trajanja reakcije drastično 
skraćuje. Takođe, zapaženo je da se veći prinosi azo jedinjenja ostvaruju korišćenjem diketona, 
kao dikarbonilne komponente (72–100%), dok ketoestri daju nešto niže prinose (47–93%) 
usled manje reaktivnosti. 
 
 

 
 

Slika 1.37. Sinteza 5-arilazo-4,6-disupstituisanih-3-cijano-2-piridona  
u mikrotalasnom reaktoru [112] 

 
U radu Vang (Wang) i saradnika ispitana je sinteza nekih heterocikličnih i karbocikličnih 

azo boja (slika 1.38) koristeći metodu kontinualnog protoka u mikroreaktoru [113]. Postupak 
je optimizovan na primeru reakcije diazo kuplovanja 1-(4-sulfofenil)-3-metil--5-pirazolona i 
anilina. Ustanovljeno je da su glavni faktori koji utiču na prinos proizvoda molarni odnos 
natrijum-nitrita i anilina u toku diazotovanja, temperatura i vreme zadržavanja u 
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mikroreaktoru. Najveći prinosi (preko 90%) ostvareni su pri sledećim uslovima diazotovanja: 
molarni odnos natrijum-nitrita i anilina 1,06:1, protok 30ml/min, vreme zadržavanja 10 
sekundi, temperatura 25 °C; i diazo-kuplovanja: protok 60 mL/min, vreme zadržavanja 8 
sekundi, temperatura 21 °C, pH=10. U ovim uslovima sintetisane su četiri azo boje i dve 
komercijalne boje C.I.  Acid Orange 7 (15510) i C.I. Methyl Orange (13025) u prinosima od preko 
90% (slika 1.38). Ovi rezultati pokazuju da kontinualna sinteza u mikroreaktorskom sistemu 
pruža izuzetne rezultate u pogledu prinosa proizvoda i reakcionog vremena u poređenju sa 
klasičnim postupkom dobijanja azo boja. Takođe, autori ističu da ovaj postupak ima značajan 
potencijal za primenu sinteze azo boja na industrijskom nivou. 
 
 

 
 

Slika 1.38. Azo boje sintetisane metodom kontinualnog protoka u mikroreaktoru [113] 
 
 
1.8.2. Biološka svojstva heterocikličnih azo derivata 
 

Potraga za novim i efikasnijim lekovima, u borbi protiv bolesti koje su posledica 
infekcija, rezistencije na postojeće lekove, inflamacije, mutacija, stresa i karcinoma, motivisala 
je naučnike da ispitaju mnoga azo jedinjenja i njihova potencijalna lekovita svojstva. 
Ustanovljeno je da azo boje, a pogotovo one sa heterocikličnim fragmentima u strukturi, 
poseduju širok spektar bioloških aktivnosti, među kojima su antimikrobna, antikancerogena, 
antiinflamatorna, antioksidativna i druge (slika 1.39) [114-119]. Prema tome, u narednim 
odeljcima, dat je pregled nekih bioloških svojstava heterocikličnih i karbocikličnih azo boja. 
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Slika 1.39. Neki azo derivati sa ciljanim dejstvom 

 
1.8.3. Antimikrobna svojstva 
 

Godine 1939. Gerard Domag (Gerhard Domagk) je dobio Nobelovu nagradu za medicinu, 
otkrivši da azo jedinjenje, nazvano Prontozil (slika 1.40), ima potencijal za lečenje ozbiljnih 
bakterijskih infekcija. Kasnije se ispostavilo da je Prontozil prolek, tj. da se on u organizmu 
redukuje do sulfanilamida koji zapravo ispoljava izuzetnu antibakterijsku aktivnost. Otkriće 
Prontozila, doprinelo je razvijanju mnogih drugih derivata sulfonamida, koji su se masovno 
koristili za suzbijanje bakterijskih infekcija, pre nego što su otkriveni penicilin i drugi antibiotici 
[120]. 
 

 
 

Slika 1.40. Degradacija Prontozila do sulfanilamida 
 

Rezistencija bakterija i gljivica na postojeće antimikrobne agense predstavlja najveći 
problem u lečenju infekcija izazvanih ovim patogenima. Zato je razvijanje novih lekova kako 
značajno, tako i neophodno u borbi sa patogenim sojevima. Brojne studije ukazuju da 
heterociklične azo boje imaju dobra antibakterijska i antifungalna svojstva [115-121]. El-Borai 
(El-Borai) i saradnici [121] su ispitivali antibakterijska svojstva azo boja na bazi tiazola. 
Ustanovljeno je da pojedini derivati imaju izuzetna antibakterijska svojstva prema Gram 
pozitivnim i Gram negativnim bakterijama. Jusefi (Yousefi) i saradnici [122] su objavili studiju, 
u kojoj su ispitivali antibakterijska svojstva azo boja iz tiazola, benzotiazola, benzimidazola i 
piridina, gde je pokazano da sintetisana jedinjenja imaju potencijal kao antibakterijski agensi. 
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Pojedina istraživanja otkrivaju da materijali, obojeni azo jedinjenjima sa antimikrobnim 
svojstvima, takođe, ispoljavaju antimikrobnu aktivnost. Mišra (Mishra) i saradnici [123] su 
sintetisali azo boje iz benzimidazola, benzoksazola i benzotiazola i proučavali njihovu 
antibakterijsku aktivnost, kao i antibakterijska svojstva poliestera obojenog sintetisanim 
jedinjenjima. Antibakterijska aktivnost je proučavana prema sojevima Staphylococcus aureus i 
Klebsiellae pneumoniae. Obojeni poliester ispoljio je izuzetna antibakterijska svojstva prema 
ispitivanim sojevima. 
 

Aškar (Ashkar) i saradnici [124] su u radu ispitivali antimikrobna svojstva pet aril-, 
odnosno heteroaril-azo boja na bazi 3-cijano-6-hidroksi-4-metil-1-propil-2-piridona (slika 
1.41). Ispitivane boje su dobijene u reakciji diazokuplovanja, a kao diazo komponenta za sintezu 
arilazo boja korišćeni su supstituisani anilini, dok su za sintezu heteroarilazo boja korišćeni 
derivati tiazola, izoksazola i triazola. Antimikrobna aktivnost sintetisanih boja ispitana je 
prema Gram pozitivnim bakterijama: Staphylococcus aureus i Bacillus subtilus, kao i prema 
sojevima Gram negativnih bakterija: Escherichia coli, Klebsiellae pneumoniae i Pseudomonas 
aeruginosa. Ispitivana jedinjenja ispoljila su antimikrobna svojstva prema ispitivanim sojevima 
Gram pozitivnih bakterija. 
 

 
 

Slika 1.41. Boje na bazi 3-cijano-6-hidroksi-4-metil-1-propil-2-piridona sa antibakterijskim 
svojstvima [124] 

 
Novije studije pokazuju da neke heterociklične azo boje imaju i dobra inhibitorna 

svojstva prema soju Mycobacterium tuberculosis, koji izaziva tuberkulozu, kao i antifungalnu 
aktivnost prema gljivicama Aspergillus flavus i Candida albicans. Takođe, treba spomenuti da 
pojedina azo jedinjenja imaju i svojstvo HIV inhibitora, koje se povezuje sa mogućim stvaranjem 
interakcija između azo molekula i proteaze, kao i reverzne transkriptaze virusa [125,126]. 
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1.8.4. Antikancerogena svojstva 
 

Karcinom je kompleksna bolest, koja je po učestalnosti i smrtnosti na drugom mestu u 
svetu. Iako danas postoje brojne terapije za lečenje kancerogenih oboljenja, zbog njihovih 
ograničenja kao što su česti neželjeni efekti, visoka citotoksičnost, rezistencija na lek i slično, 
konstantno se radi na razvoju novih lekova sa poboljšanim delovanjem. Istraživanja pokazuju 
da se jedinjenja sa heterocikličnom strukturom generalno pokazuju kao obećavajuća 
hemoterapija za maligne bolesti [114]. 
 

U radu Milikarjuna (Millikarjuna) i saradnika [125] ispitana je citotoksična aktivnost tri 
azo boje, sintetisane polazeći iz sulfametoksazola i različitih heterocikala za kuplovanje – 
pirazolona i piridona (slika 1.42). Ispitivana jedinjenja ispoljila su dobra antikancerogena 
svojstva prema ćelijskoj liniji MCF 7 (karcinom dojke), u poređenju sa doksorubicinom kao 
standardnim lekom. Azo boja prikazana strukturom S83 (slika 1.42), na bazi pirazolona ispoljila 
je najveću inhibiciju prema testiranim ćelijama sa IC50 vrednošću od 11,07 µg/ml.  
 

 
 

Slika 1.42. Azo boje na bazi pirazolona i piridona sa citotoksičnom aktivnošću prema 
karcinomu dojke [125] 

 
U radu Gašemi (Ghasemi) i saradnika [126] sintetisana je serija od šesnaest azo boja. 

Diazonijumove soli iz derivata imidazola i pirazola kuplovane su sa fenolom, 2-naftolom,  
8-hidroksihinolinom i N,N-dimetilanilinom dajući željena azo jedinjenja. U radu su ispitana in 
vitro antibakterijska i antikancerogena svojstva sintetisane serije. Antikancerogena aktivnost 
je ispitana prema karcinomu dojke. Najbolju antikancerogenu aktivnost ispoljili su derivati S86 
(IC50 = 25 µg/ml) i S87 (IC50 = 43,75  µg/ml) prikazani na slici 1.43. 
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Slika 1.43. Heterociklične azo boje pirazola i imidazola sa antikancerogenom aktivnošću 
prema ćelijama karcinoma dojke [126] 

 
U radu [127] ispitana je citotoksična aktivnost heterocikličnih azo jedinjenja na bazi  

1-butil-3-cijano-6-hidroksi-4-metil-2-piridona. Sintetisana jedinjenja testirana su prema 
kancerogenim ćelijskim linijama MDA-MB-231 (adenokarcinom dojke) i HCT116 (karcinom 
debelog creva). Jedinjenje S88 ispoljilo je najveću antikancerogenu aktivnost prema ispitivanim 
ćelijskim linija sa IC50 vrednostima od 19,28 µg/ml (HCT116) i 23,50 mg/ml (MDA-MB231). 
 

 
 
 

Slika 1.44. Azo boja  sa antikancerogenim dejstvom prema ćelijama karcinoma dojke i 
karcinoma debelog creva [127] 

 
1.8.5. Antioksidativna svojstva 
 

Poznato je da slobodni radikali, ukoliko se nađu u ćelijskom prostoru, mogu stupiti u 
interakcije sa DNK ili proteinima, time narušiti njihovu funkciju i dovesti do neki ozbiljnih 
poremećaja koji mogu izazvati inflamacije, kancer i aterosklerozu. Zbog toga antioksidanti 
imaju značajnu ulogu u očuvanju zdravlja i sperečavanju ovih ozbiljnih bolesti [75-77]. 
Heterociklična azo jedinjenja usled prisustva –NH, –OH i –SH grupa se pokazuju kao dobri 
antioksidanti. 
 

U radu [128], sintetisano je 11 heterocikličnih azo jedinjenja iz 2-amino-6- 
-metoksibenzotiazola, 2-amino-6-metilbenzotazola, 2-amino-6-hlorbenzotiazola, 4-(4- 
-nitrofenil)-1,3-tiazol-2-amina i derivata piridona i naftola, i ispitana su njihova farmakološka 
svojstva. Antioksidativna aktivnost jedinjenja S89 i S90, prikazanih na slici 1.45, ispitana je 
određivanjem inhibicije DPPH radikala, hidroksil- i nitritnih radikala, kao i sposobnošću 
heliranja jona gvožđa (Fe2+) [129]. 
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Slika 1.45. Heterociklične boje iz benzotiazola i naftola sa antioksidativnim potencijalom [128] 
 

Što se tiče DPPH metode, antioksidativno dejstvo jedinjenja se ispoljava tako što 
slobodni radikali reaguju sa azo jedinjenjem pri čemu nastaje DPPH-H. Ova metoda je pokazala 
da jedinjenja S89 i S90 imaju dobar potencijal pri “hvatanju” DPPH slobodnih radikala, u 
poređenju sa askorbinskom kiselinom kao standardom.  
 

Sledeća metoda za određivanje antioksidativnih svojstava u ovom radu [128] je bazirana 
na inhibiciji nitritnih jona. Usled razgradnje natrijum-nitroprusida, u vodenom rastvoru se 
oslobađa azot-monoksid, koji u reakciji sa kiseonikom daje nitritne jone. U ovoj reakciji kiseonik 
i ispitivana azo jedinjenja se ponašaju kompetitivno u reakciji sa NO molekulima, inhibirajući 
na taj način stvaranje nitritnih jona. Ispitivana jedinjenja su se pokazala kao dobri antioksidanti 
u poređenju sa standardom.  
 

Hidroksil radikali predstavljaju najreaktivniju vrstu kiseonika i mogu znatno oštetiti 
tkiva tokom inflamacije. Stoga su “hvatači” hidroksil radikala značajni jer mogu sprečiti 
oštećenja tkiva. Inhibicija hidroksilnih radikala ispitana je korišćenjem metode oksidacije  
2-deoksi-D-riboze. Ispitivana jedinjenja pokazala su umerenu aktivnost i pri inhibiciji 
hidroksilnih radikala.  
 

Helatni agensi inhibiraju stvaranje slobodnih radikala, stabilizacijom prelaznih metala, 
odnosno uspostavljanjem veze sa jonima metala. Stoga je ispitana sposobnost azo jedinjenja 
S89 i S90 da grade kompleks sa Fe2+ jonima. Oba jedinjenja su pokazala dobra svojstva kao 
helatni agensi, a jedinjenje S89 je pokazalo bolju aktivnost u odnosu na S90. 
 
1.8.6. Antiinflamatorna svojstva 
 

Nesteroidni antiinflamatorni lekovi kao što su aspirin, ibuprofen i diklofenak, često 
ispoljavaju neželjena dejstva koja dovode do pojave gastritisa [130]. Usled potrebe za novim 
antiinflamatornim agensima, sa smanjenim neželjenim efektima, sintetisana su mnoga 
jedinjenja, među kojima su se heterociklični molekuli pokazali kao izuzetni kandidati za buduće 
lekove [114,126]. 
 

U radu Šaik (Shaikh) i saradnika [131] sintetisana su azo jedinjenja iz derivata 
dihidropirimidinona i različitih komponenti za kuplovanje (1-naftol, 2-naftol,  
5-hidroksikumarin, 7-hidroksikumarin, 2-hidroksibenzaldehid, 8-hidroksihinolin, 2,6- 
-dihlorofenol), i ispitana su njihova antiinflamatorna svojstva. Antiinflamatorna aktivnost je 
ispitana in vivo na Vistar albino pacovima, koristeći metod edema šapice indukovan 
karagenanom. Jedinjenja su primenjena u dozi 30 mg/kg i dobijeni rezultati su upoređeni sa 
diklofenakom kao standardnim lekom. Ustanovljeno je da primenjena koncentracija jedinjenja, 
nakon 3 h, inhibira inflamaciju indukovanu karagenanom. Jedinjenja su ispoljila 
antiinflamatornu aktivnost u opsegu od 30,77–53,85%, dok je diklofenak pokazao aktivnost od 
86,32%. Jedinjenja S92, S93 i S97 su se pokazala kao bolji kandidati u odnosu na S95 i S96 (slika 
1.46). 
 



Julijana D. Tadić                                                                                                              Doktorska disertacija  

33 
 

 
 
 
Slika 1.46. Azo jedinjenja na bazi dihidropirimidinona sa antiinflamatornim svojstvima [131] 

 
U radu Hariša (Harisha) i saradnika [128], ispitivana je in vitro antiinflamatorna 

aktivnost azo boja S98, S99 i S100 (slika 1.47), koristeći metodu inhibicije denaturacije BSA 
(engl. Bovine serum albumin). Dobijeni rezultati su upoređeni sa inhibitornim svojstvima 
aspirina, koji se primenjuje kao standardni lek. Ustanovljeno je da S98 i S100 ispoljavaju 
izuzetna antiinflamatorna svojstva, dok je jedinjenje S99 ispoljilo nešto slabiju aktivnost. 
Vrednosti inhibicije od 43, 45 i 49% za jedinjenje S98 i 30, 38 i 50% za jedinjenje S100 pri 
koncentracijama od 50, 100 i 200 mg/mL, upoređene su sa rezultatima dobijenim za aspirin i 
ustanovljeno je da ispitivani azo derivati imaju izuzetan potencijal za nove antiinflamatorne 
agense. 
 

 
 

Slika 1.47. Potencijalni antiinflamatorni agdensi [128] 
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1.9. Fotofizička svojstva heterocikličnih boja 
 

Heterociklične boje nalaze primenu u fotohromnim polimernim sočivima, polimernim 
nanovlaknima, senzorima i solarnim ćelijama, upravo zahvaljujući njihovim dobrim 
fotofizičkim svojstvima. Fotofizička svojstva boja ispituju se njihovom sposobnošću da 
apsorbuju, kao i da emituju zračenje u UV-Vis delu elektromagnetnog spektra. 
Eksperimentalno, ova svojstva se analiziraju u rastvorima koristeći UV-Vis i fluorescentnu 
spektroskopiju. Prelazi koji se dobijaju u apsorpcionim spektrima predstavljaju prelaze između 
elektronskih energetskih nivoa, odnosno prelaz iz najviše popunjene molekulske orbitale 
(HOMO) u najnižu nepopunjenu orbitalu (LUMO). Za određivanje energija HOMO i LUMO 
orbitala, i njihovu razliku u energijama (engl. HOMO-LUMO gap) koriste se kvantno-hemijski 
proračuni [132]. 

 
Fluoroscencija, uopšteno govoreći, podrazumeva apsorpciju ultraljubičaste ili vidljive 

svetlosti i emisiju svetlosti na višim talasnim dužinama [132]. Prema tome, fluorescentne boje 
se definišu kao jedinjenja koja i apsorbuju i emituju svetlost u vidljivoj oblasti 
elektromagnetnog zračenja. Struktura fluoroscentnih boja se uglavnom temelji na proširenim 
konjugovanim aromatičnim sistemima, koji najčešće sadrže više kondenzovanih prstenova. Još 
jedna važna karakteristika fluoroscentnih boja je rigidnost strukture. Naime, kruti molekuli, sa 
manjom konformacionom fleksibilnošću imaju bolja fluoroscentna svojstva. Ovde spadaju boje 
na bazi kumarina, naftalimida, fluoresceina, cijanina i druge. Za azo jedinjenja se uglavnom 
smatra da nisu fluorescentna, baš zbog fleksibilnosti strukture, odnosno mogućnosti rotacije 
oko –N=N– veze [133,134]. Zbog toga su studije na temu fluorescencije azo jedinjenja retke, ali 
noviji radovi ukazuju da i ove boje mogu ispoljavati fluorescentna svojstva [110,134]. Na slici 
1.48 je prikazana struktura nekih fluorescentnih azo boja iz  
3-amido-6-hidroksi-4-metil-2-piridona [110]. 

 
 

 
 

Slika 1.48. Fluorescentne azo boje iz 3-amido-6-hidroksi-4-metil-2-piridona [110] 
 

 
Fluorescentne boje se koriste kao biološke probe, odnosno supstance koje se vežu za 

molekul, ćeliju, tkivo ili mikroorganizam koji se potom detektuje fluorimetrijskom ili 
mikroskopskom tehnikom u cilju kvantitativnog određivanja veoma niskih koncentracija nekih 
supstanci u biološkom supstratu. Fluorescentne probe tako mogu da detektuju, identifikuju i 
kvantifikuju biomolekule kao što su antitela, proteini, lipidi, polisaharidi. Takođe se koriste i za 
sekvenciranje DNK, RNK, proteina i enzima, ispitivanje ćelijskih struktura, funkcija, kao i u 
dijagnostičke svrhe. Varijacije u emisiji vezane fluoroscentne boje ukazuju na promene u 
konformaciji biomolekula, kao i na promene njihovog okruženja, što je veoma korisno u 
istraživanju biološke aktivnosti i mehanizama bioloških reakcija. Fluorescentne boje imaju 
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praktičnu primenu u uređajima kao što su optički hemijski senzori (za kiseonik,  
ugljen-dioksid, pH vrednost, jone metala), optički bio senzori (za enzime, ugljene hidrate, 
antitela, DNK) i optički termo senzori [133]. U skladu sa tim razvijanje novih azo jedinjenja sa 
dobrim fotofizičkim svojstvima predstavlja izazovnu i interesantnu oblast istraživanja. 
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2. Eksperimentalni deo 
 
2.1. Materijali i metode 
 
Hemikalije korišćene za sintezu: 
 

 acetilaceton, ≥ 99%, Sigma-Aldrich 
 etil-acetoacetat, ≥ 97%, Acros Organics 
 cijanoacetamid, ≥ 98%, Fluka 
 etil-cijanoacetat, > 98%, Sigma-Aldrich 
 etilamin, > 97%, Fluka 
 propilamin, ≥ 99%, Sigma-Aldrich  
 etanolamin, > 97%, Cewe 
 anilin, ≥ 99%, Sigma-Aldrich 
 etil-benzoilacetat, ≥ 95%, Sigma-Aldrich 
 2-hloracetamid, ≥ 97%, Sigma-Aldrich 
 piridin, ≥ 99%, Sigma-Aldrich 
 etanol, > 99,9%, Sigma-Aldrich 
 metanol, 99,8%, Sigma-Aldrich 
 kalijum-hidroksid, p.a., Centrohem 
 natrijum-hidroksid, p.a., Centrohem 
 hlorovodonična kiselina, p.a., Merck 
 sumporna kiselina, p.a., Sigma-Aldrich 
 p-nitrobenzaldehid, ≥98,0%, Sigma-Aldrich 
 urea, ≥98%, Fluka 
 cink, ≥99,9%, Fluka 
 amonijum-hlorid, p.a., Centrohem 
 demineralizovana voda, Millipore-Waters Milli-Q 

 
Rastvarači korišćeni za snimanje apsorpcionih i emisionih spektara: 
 

 1-butanol, > 99,5%, Fluka 
 1-metil-2-pirolidinon, ≥ 99,0%, Sigma-Aldrich 
 1-propanol, > 99,0%, Fluka 
 2-butanon, ≥ 99,0%, Sigma-Aldrich 
 2-pentanon, ≥ 99,0%, Sigma-Aldrich 
 aceton, > 99,96%, Acros 
 acetonitril, > 99,99%, J.T. Baker 
 benzil-alkohol, 99,8%, Sigma-Aldrich 
 cikloheksanon, ≥ 99,0%, Sigma-Aldrich 
 dietil-etar, > 99,0%, Sigma-Aldrich 
 dihlormetan, > 97,0 %, Fluka 
 N,N-dimetilacetamid, > 99,0%, Sigma-Aldrich 
 N,N-dimetilformamid, > 99,9%, Riedel-de Haën 
 dimetil-sulfoksid, > 97,0%, Merck 
 dioksan, > 98,0%, Fluka 
 etanol, ≥ 99,9%, Sigma-Aldrich 
 etil-acetat, > 99,98%, Acros 
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 etilen-glikol, > 99,0%, Sigma-Aldrich 
 formamid, > 97,0%, Fluka 
 hloroform, > 99,5%, Fluka 
 izobutanol, ≥98,5%, Sigma-Aldrich 
 metanol, > 99,99%, Acros 
 metil-acetat, > 99,0%, Riedel-de Haën 
 piridin, > 99,0%, Sigma-Aldrich 
 sirćetna kiselina, ≥ 98,0%, Fluka 
 terc-butanol, ≥ 99,5%, Sigma-Aldrich 
 tetrahidrofuran, > 99,9%, Sigma-Aldrich 

 
Sintetisana jedinjenja su okarakterisana je temperaturom topljenja, elementalnom 

analizom, ATR-FTIR, 1H-NMR, 13C NMR, ESI-MS i UV-Vis spektrima. Temperature topljenja su 
određene pomoću Stuart SMP30 aparata. Elementalna analiza (CHN mikroanaliza) urađena je 
na Vario EL III elementalnom analizatoru. Infracrvena spektroskopija sa Furijeovom 
transformacijom (FT-IR) urađena je na Nicolet™ iS™ 10 (Thermo Fisher Scientific) 
spektrometru tehnikom prigušene ukupne refleksije (ATR). ATR-FTIR spektri snimljeni su u 
opsegu talasnih brojeva od 500 do 4000 cm−1. 1H-NMR i 13C NMR spektri snimljeni su na Bruker 
Ascend 400 (400 Hz i 100 Hz) u DMSO-d6 i CF3COOD. Hemijska pomeranja (δ) izražena su u 
ppm u odnosu na tetrametilsilan (TMS) kao standard. Maseni spektrometar, kvadrupolni jonski 
trap LCQ Advantage (Thermo Fisher Scientific), korišćen je za dobijanje masenih spektara. 
Primenjena je jonizaciona tehnika elektrosprej jonizacija (ESI), a ispitivana jedinjenja 
analizirana su u pozitivnom i negativnom jonizacionom modu. UV-Vis apsorpcioni spektri 
snimljeni su na Schimadzu 1700 spektrofotometru, pri koncentraciji jedinjenja 4·10−5 mol/dm3. 
Emisioni spektri su snimljeni na Shimadzu RF-1501 PC spektrofluorimetru pri koncentraciji 
jedinjenja 4·10−5 mol/dm3. Termička stabilnost jedinjenja je ispitana TGA/DTG i DTA tehnikom, 
koristeći Setaram Setsys Evolution 1750 instrument. 
 
2.2. Sinteza 
 

Kako je predmet istraživanja ove disertacije sinteza novih heterocikličnih azo derivata 
sa potencijalnim biološkim svojstvima, u okviru rada su prvo sintetisani heterociklični molekuli 
čijim kuplovanjem se dobijaju željene azo boje. U prvom delu disertacije sintetisani su različiti 
2-piridoni. Dobijanje 2-piridona izvedeno je na dva načina, putem konvencionalne sinteze, i 
metodom kontinualnog protoka u kapilarnom mikroreaktoru. U drugom delu disertacije 
sintetisani su Biđinelijevi proizvodi (DHPM). Sinteza željenih azo boja je izvedena klasičnom 
reakcijom diazokuplovanja, gde je drivat DHPM-a komponenta za diazotovanje, a kao kuplujuće 
komponente korišćeni su različiti 2-piridoni. 
 

Reakcioni put za dobijanje novih azo jedinjenja prikazan je na slici 2.1. Prvi korak je 
Biđinelijeva reakcija u kojoj se dobija DHPM proizvod etil-6-metil-4-(4-nitrofenil)-2-okso- 
-1,2,3,4-tetrahidropirimidin-5-karboksilat (B1). U drugom koraku se vrši redukcija nitro- 
-grupe B1 do amino-grupe, pri čemu nastaje etil-4-(4-aminofenil)-6-metil-2-okso-1,2,3,4- 
-tetrahidropirimidin-5-karboksilat (B2). Diazotovanjem B2 dobija se diazonijumova so B3 koja 
u reakciji kuplovanja sa različitim 2-piridonima (P1-7) daje nove azo boje 1–7. Sinteza derivata 
2-piridona izvedena je na dva načina: konvencionalnim postupkom (I) i kontinualnim 
postupkom u mikroreaktoru (II). 
 



Julijana D. Tadić                                                                                                              Doktorska disertacija  

38 
 

 
  

Slika 2.1. Reakcioni put dobijanja azo jedinjenja 1–7 
 

2.2.1. Sinteza 2-piridona 

 
U okviru disertacije sintetisano je deset derivata 2-piridona, od kojih je sedam 

upotrebljeno za pripremu azo boja (P1–7). Sinteza je izvedena primenom dve metode: i) 
konvencionalne i ii) kontinualne. Konvencionalna sinteza je urađena prema literaturnim 
procedurama [25,136], dok je postupak sinteze u kontinualnom protočnom kapilarnom 
mikroreaktoru, za derivate P1-3 i P8-10, ispitan u cilju razvijanja novog efikasnijeg postupka 
sinteze. 
 
2.2.1.1. Konvencionalna sinteza 6-hidroksi-2-piridona 
 

Odgovarajuće 1,3-dikarbonilno jedinjenje (0,06 mol), adekvatan amid (0,06 mol), 
kalijum-hidroksid (0,07 mol) i metanol (120 ml) se pomešaju u balonu opremljenim 
kondenzatorom. Reakciona smeša se meša i zagreva uz refluks. Vreme trajanja reakcije zavisi 
od polaznih reaktanata. Tako sinteza P1–3 traje osam, P4 i P5 dvadeset, a sinteza P7 tri sata 
[25]. Nakon što je reakcija završena nastali talog (P1–5) se filtrira, potom rastvori u toploj vodi 
i zakiseli koncentrovanom hlorovodoničnom kiselinom, pri čemu se odgovarajući piridon 
taloži. Dobijeni proizvod se zatim filtrira, ispira malom količinom vode i suši na vazduhu. P6 se 
dobija u reakciji kisele hidrolize P1 (0,0067 mol, 1 g) sa sumpornom kiselinom (10 ml). 
Reakciona smeša se zagreva 30 minuta u vodenom kupatilu na temperaturi od  
95–100 °C, a nakon toga se izlije na 200 g usitnjenog leda. P6 se izdvaja filtracijom u vidu belih 
kristala koji se potom suše na vazduhu. P7 se po završetku reakcije filtrira i prekristališe iz 
etanola [136]. Strukture P1–7, potvrđene su temperaturom topljenja, ATR-FTIR i 1H NMR 
spektrima, koji su u skladu sa literaturnim podacima [25,108,124,136]. 
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3-cijano-6-hidroksi-4-metil-2-piridon (P1). Bela praškasta supstanca; prinos 61%; t.t.  
315–316 °C; ATR-FTIR (ν/cm−1): 1620 (CO), 2223 (CN), 3214 (NH); 1H NMR (400 MHz,  
DMSO-d6, δ/ppm): 2,23 (3H, s, CH3), 5,61 (1H, s, C5-H). 
 
3-cijano-1-(2-hidroksietil)-6-hidroksi-4-metil-2-piridon (P2). Bela praškasta supstanca; prinos 
59%; t.t. 173–175 °C; ATR-FTIR (ν/cm−1): 1663 (CO), 2223 (CN), 3425 (OH); 1H NMR (400 MHz, 
DMSO-d6, δ/ppm): 2,20 (3H, s, CH3), 3,51 (2H, t, J = 6,4 Hz, CH2CH2OH), 3,99 (2H, t, J = 6,6 Hz, 
CH2CH2OH), 5,58 (1H, s, C5-H). 
 
3-cijano-6-hidroksi-4-metil-1-propil-2-piridon (P3). Bela praškasta supstanca; prinos 31%; t.t. 
237–239 °C; ATR-FTIR (ν/cm−1): 1660 (CO), 2210 (CN); 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6, δ/ppm): 
0,98 (3H, t, J = 7.4 Hz, CH2CH2CH3), 1,58 (2H, m, CH2CH2CH3), 2,20 (3H, s, CH3), 3,98 (2H, t, J = 
7,2 Hz, CH2CH2CH3), 5,58 (1H, s, C5-H). 
 
3-cijano-1-fenil-6-hidroksi-4-metil-2-piridon (P4). Belo svetlo žuta praškasta supstanca; prinos 
78%; t.t. 282–284 °C; ATR-FTIR (ν/cm−1): 1659 (CO), 2219 (CN); 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6, 
δ/ppm): 1,89 (3H, s, CH3), 6,09 (1H, s, C5-H), 7,26–7,28 (2H, m, Ph), 7,45–7,49 (1H, m, Ph), 7,50–
7,54 (2H, m, Ph). 
 
3-cijano-4-fenil-6-hidroksi-2-piridon (P5). Bela praškasta supstanca; prinos 85%; t.t.  
282–283 °C; ATR-FTIR (ν/cm−1): 1655 (CO), 2211 (CN), 3280 (NH); 1H NMR (400 MHz,  
DMSO-d6, δ/ppm): 2,63 (3H, s, CH3), 6,82 (1H, s, C5-H), 7,20–7,50 (5H, m, Ph), 12,72 (1H, s, NH). 
 
3-amido-6-hidroksi-4-metil-2-piridon (P6). Bela praškasta supstanca; prinos 53%; t.t.  
196–198 °C; ATR-FTIR (ν/cm−1): 1623 (CO), 1670 (CO), 3482 (NH); 1H NMR (400 MHz, 
DMSO‑d6, δ/ppm): 2,38 (3H, s, CH3), 5,52 (1H, s, C5-H). 
 
6-hidroksi-4-metil-3-piridinijum-2-piridon (P7). Zlatna kristalna supstanca; prinos 78%;  
t.t. > 300°C; ATR-FTIR (ν/cm−1): 1600 (CO), 3350 (N–H); 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6, δ/ppm): 
1,78 (3H, s, CH3), 4,90 (1H, s, 5-H), 8,08 (2H, t, J = 6 Hz, piridinijum), 8,52 (1H, t, J = 6 Hz, 
piridinijum), 8,87 (2H, d, J = 8 Hz, piridinijum), 9,81 (1H, s, N–H). 
 
2.2.1.2. Konvencionalna sinteza 1-supstituisanih-3-cijano-4,6-dimetil-2-piridona 
 

Acetilaceton (0,06 mol), odgovarajući cijanoacetamid (0,06 mol), natrijum-hidroksid  
(0,07 mol) i metanol (120 ml) se sipaju u balon opremljen kondenzatorom. Reakciona smeša se 
meša i zagreva uz refluks. Reakcija traje jedan sat (P8), odnosno četiri sata (P9 i P10). Dobijeni 
piridoni se filtriraju, prekristališu iz etanola i osuše na vazduhu [21]. 
 
3-cijano-4,6-dimetil-2-piridon (P8). Bela praškasta supstanca; prinos 60%; t.t. 285-286 °C; ATR-
FTIR (ν/cm-1): 1659 (CO), 2219 (CN), 3292 (NH); 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6, δ/ppm): 2,23 
(3H, s, 6-CH3), 2,30 (3H, s, 4-CH3), 6,17 (1H, s, C5-H), 12,32 (1H, s, NH). 
 
3-cijano-1-(2-hidroksietil)-4,6-dimetil-2-piridon (P9). Bela praškasta supstanca; prinos 60%; t.t. 
140-142 °C; ATR-FTIR (ν/cm-1): 1663 (CO), 2222 (CN); 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6, δ/ppm): 
2,39 (3H, s, CH3), 2,57 (3H, s, CH3), 3,71 (2H, m, CH2), 4,11 (2H, t, J = 5,4 Hz, CH2), 5,04 (1H, m, 
OH), 6,37 (1H, s, C5-H). 
 
3-cijano-4,6-dimetil-1-propil-2-piridon (P10). Bela praškasta supstanca; prinos 40%; t.t.  
110-112 °C; ATR-FTIR (ν/cm-1): 1646 (CO), 2216 (CN); 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6, δ/ppm): 
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0,98 (3H, t, J = 7,4 Hz, CH3CH2), 1,67 (2H, m, CH3CH2), 2,38 (3H, s, 4-CH3), 2,53 (3H, s, 6-CH3), 
3,98 (2H, t, J = 7,8 Hz, CH2), 6,38 (1H, s, C5-H).  
 
2.2.1.3. Sinteza 6- i 1,6-supstituisanih-3-cijano-4-metil-2-piridona metodom 
kontinualnog protoka u kapilarnom mikroreaktoru 
 

Šest derivata 2-piridona (P1–3 i P8–10) sintetisano je metodom kontinualnog protoka 
u kapilarnom mikroreaktoru, polazeći iz 1,3-dikarbonilnog jedinjenja (acetilaceton ili etil-
acetoacetat), odgovarajućeg N-supstituisanog cijanoacetamida i natrijum-hidroksida u smeši 
metanol/voda (slika 2.2). Sintetisani derivati su strukturno okarakterisani i dobijeni podaci su 
u skladu sa podacima prikazanim u odeljcima 2.2.3.1 i 2.2.3.2. 
 
 

 
 

Slika 2.2. Sinteza 6- i 1,6-supstituisanih 3-cijano-4-metil-2-piridona 
 

Sistem za sintezu metodom kontinualnog protoka sačinjen je od tri pumpe (Shimadzu 
LC-20AD XR), dva T-miksera i PEEK (polietar-etar-keton) kapilarnog mikroreaktora 
(unutrašnji prečnik 0,5 mm, zapremina 5 ml, dužina 25 m) (slika 2.3). Prvi T-mikser povezuje 
izlaze A i B pumpe kojima se dovode vodeni rastvori odgovarajućeg cijanoacetamida 
(CAA/voda) i natrijum-hidroksida (NaOH/voda). Drugi mikser povezuje izlaz iz C pumpe, 
kojom se dovodi metanolni rastvor odgovarajućeg 1,3-dikarbinilnog jedinjenja (DKJ/metanol), 
izlaz iz prvog T-miksera i kapilarni mikroreaktor. Vreme zadržavanja reakcione smeše u 
mikroreaktoru kontrolisano je podešavanjem protoka ulaznih rastvora. Na izlazu iz 
mikroreaktora nalazi se prihvatna epruveta sa 1 ml koncentrovane hlorovodonične kiseline 
koja ima ulogu inhibitora reakcije kondenzacije. Svi eksperimenti su izvedeni na sobnoj 
temperaturi. 
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Slika 2.3. Sistem za sintezu metodom kontinualnog protoka 

 
Urađena su dva seta eksperimenata. U prvom setu korišćeni su rastvori jednakih 

koncentracija 1,3-dikarbonilnog jedinjenja i odgovarajućeg cijanoacetamida. U drugom setu 
postupak je optimizovan za jedinjenja P1 i P8, povećanjem koncentracije i molarnog odnosa 
1,3-dikarbonilnog jedinjenja i odgovarajućeg cijanoacetamida. 
 
Za prvi set eksperimenata pripremljeni su rastvori: 
 

 0,06 mol (6,008 g) acetilacetona u 100 ml metanola 
 0,06 mol (7,808 g) etil-acetoacetata u 100 ml metanola 
 0,06 mol odgovarajućeg cijanoacetamida u 100 ml vode 
 0,07 mol (2,800 g) natrijum-hidroksida u 100 ml vode  

 
Za drugi set eksperimenata pripremljeni su rastvori:  
 

 0,10 mol (10,013 g) acetilacetona u 100 ml metanola 
 0,10 mol (13,014 g) etil-acetoacetata u 100 ml metanola 
 0,15 mol (12,612 g) cijanoacetamida u 100 ml vode 
 0,20 mol (8,000 g) natrijum-hidroksida u 100 ml vode 

 
Protok ulaznih rastvora variran je u opsegu od 0,02 do 0,4 ml/min (prvi set) i od 0,1 do 0,4 

ml/min (drugi set). 
 
2.2.2. Biđinelijeva rekcija – Sinteza etil-6-metil-4-(4-nitrofenil)-2-okso-1,2,3,4- 
-tetrahidropirimidin-5-karboksilata 
 

Etil-acetoacetat (a) (4 mmol, 0,510 ml), 4-nitrobenzaldehid (b) (4 mmol, 0,604 g) i urea 
(c) (4 mmol, 0,240 g) se rastvore u 10 ml etanola i doda se 4 kapi hlorovodonične kiseline. 
Reakciona smeša se zagreva u mikrotalasnom reaktoru (Anton Paar Monowave 300) do 120 °C 
u toku 30 minuta. Po završetku reakcije smeša se ostavi na temperaturi 4 °C 24 časa. DHPM 
proizvod, etil-6-metil-4-(4-nitrofenil)-2-okso-1,2,3,4-tetrahidropirimidin-5-karboksilat (B1) 
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se izdvaja filtracijom na Bihnerovom levku, ispira etanolom, suši i potom prekristališe iz 
etanola (slika 2.1). Hemijska struktura B1 potvrđena je ATR-FTIR i NMR spektroskopijom i u 
skladu je sa literaturnim podacima [56]: bela praškasta supstanca; prinos 68%; t.t. 204–205 °C; 
ATR-FTIR (ν/cm−1):  3225 (NH), 3111 (NH), 1720 (CO), 1636 (CO); 
 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6, δ/ppm): 1,10 (3H, t, J = 7,2 Hz, COOCH2CH3), 2,27 (3H, s, CH3), 
3,99 (2H, q, J = 7,2 Hz, COOCH2CH3), 5,27 (1H, d, J = 2,8 Hz, C–H), 7,51 (2H, d, J = 8,8 Hz, Ar–H), 
7,91 (1H, s, NH), 8,23 (2H, d, J = 8,4 Hz, Ar–H), 9,38 (1H, s, NH); 13C NMR (200 MHz, DMSO-d6, 
δ/ppm): 14,53 (COOCH2CH3), 18,35 (CH3), 54,13 (C–H), 59,87 (COOCH2CH3),  
98,62 (C–COOCH2CH3, DHPM), 124,33 (Ar), 128,13 (Ar), 147,18 (Ar), 149,88 (Ar), 152,21 (C–
CH3, DHPM), 152,46 (CO, DHPM), 165,22 (COOCH2CH3). 
 
2.2.3. Redukcija DHPM-a B1 – Sinteza etil-4-(4-aminofenil)-6-metil-2-okso-1,2,3,4- 
-tetrahidropirimidin-5-karboksilata 
 

B1 (2 mmol, 0,670 g) se rastvori u 40 ml metanola u koji se potom dodaje cink  
(20 mmol, 1,438 g) u porcijama, a zatim i vodeni rastvor amonijum-hlorida (4 mmol, 0,235 g u 
4 ml vode). Reakcija se prati hromatografijom na tankom sloju (TLC). Reakciona smeša se meša 
uz refluks 5 časova [135]. Po završetku reakcije vrši se filtracija pod sniženim pritiskom. Filtrat 
se ostavi 24 sata na temperaturi 4 °C. Nastali proizvod, etil-4-(4-aminofenil)-6-metil-2--okso-
1,2,3,4-tetrahidropirimidin-5-karboksilat (B2) se zatim filtrira na Bihnerovom levku, ispere 
etanolom, osuši i prekristališe iz etanola (slika 2.1). Dobijeni DHPM derivat detaljno je 
okarakterisan: bela sjajna praškasta supstanca; prinos 62%; t.t. 212–213 °C; ATR-FTIR 
(ν/cm−1): 3531, 3383 (NH2), 3211 (NH), 3104 (NH), 1681 (CO), 1635 (CO); 1H NMR (400 MHz, 
DMSO-d6, δ/ppm): 1,11 (3H, t, J = 7,2 Hz, COOCH2CH3), 2,22 (3H, s, CH3), 3,98 (2H, q, J = 7,2 Hz, 
COOCH2CH3), 4,97 (1H, s, C–H), 4,98 (2H, s, NH2), 6,47 (2H, d, J = 8 Hz, Ar–H), 6,88 (2H, d, 
 J = 8 Hz, Ar–H), 7,52 (1H, s, NH), 9,03 (1H, s, NH); 13C NMR (200 MHz, DMSO-d6, δ/ppm): 14,59 
(COOCH2CH3), 18,17 (CH3), 54,02 (C–H), 59,49 (COOCH2CH3), 100,48 (C–COOCH2CH3, DHPM), 
114,01 (Ar), 127,72 (Ar), 132,77 (Ar), 147,78 (Ar–NH2), 148,30 (C–CH3, DHPM), 152,70 (CO, 
DHPM), 165,99 (COOCH2CH3); Izračunato za C14H17N3O3 (275,30) (%): C, 61,08; H, 6,22; N, 
15,26; Izmereno (%): C, 61,18; H, 6,35; N, 15,37; ESI-MS m/z izračunato za C14H17N3O3 275,13; 
Izmereno (pozitivni mod): 276,08 [M+H]+, 550,95 [2M+H]+, 572,92 [2M+Na]+. 
 
2.2.4. Sinteza DHPM-azo piridonskih boja 
 

B2 (1 mmol, 0,275 g) se rastvori u vodi (60 ml) i koncentrovanoj hlorovodoničnoj 
kiselini (3 ml) te ohladi do temperature od 0–5 °C. Natrijum-nitrit (1,1 mmol, 0,0759 g) se 
rastvori u hladnoj vodi (4 ml) i u kapima dodaje u rastvor B2 u toku 15 minuta. Smeša se meša 
jedan sat pri čemu se dobija diazonijum-hlorid (B3). Odgovarajući piridon (P1–7,  
1 mmol) se rastvori u vodenom rastvoru kalijum-hidroksida (1 mmol, 0,056 g u 5 ml vode) i 
ohladi se do temperature od 0–5 °C. B3 se dodaje u kapima u rastvor piridona u toku  
30 minuta uz intenzivno mešanje (slika 2.1). Smeša se potom meša 3 sata, a temperatura se 
održava u opsegu od 0–5 °C. Kada je reakcija završena dobijeno azo jedinjenje (1–7) se filtrira 
na Bihnerovom levku, ispira vodom, suši i potom prekristališe iz etanola. 
 
Etil-4-(4-((5-cijano-2-hidroksi-4-metil-6-okso-1,6-dihidropiridin-3-il)diazenil)fenil)-6-metil-2- 
-okso-1,2,3,4-tetrahidropirimidin-5-karboksilat (1). Tamno narandžasta praškasta supstanca; 
prinos 73%; t.t. 249-250 °C; ATR-FTIR (ν/cm−1): 3296 (NH), 3211 (NH), 2219 (CN), 1674 (CO), 
1622 (CO), 1506 (NH); 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6, δ/ppm): 1,10 (3H, t, J = 7 Hz, COOCH2CH3), 
2,26 (3H, s, CH3 DHPM), 2,51 (3H, s, CH3 Py), 3,99 (2H, q, J = 7 Hz, COOCH2CH3), 5,17 (1H, d, J = 
3,2 Hz, C–H), 7,33 (2H, d, J = 8,2 Hz, Ar–H), 7,64 (2H, d, J = 8,2 Hz, Ar–H), 7,79 (1H, s, NH), 9,25 
(1H, s, NH), 12,02 (1H, s, NH Py), 14,58 (1H, s, NH hidrazon); 13C NMR (200 MHz, DMSO-d6, 



Julijana D. Tadić                                                                                                              Doktorska disertacija  

43 
 

δ/ppm): 14,58 (COOCH2CH3), 16,92 (CH3, Py), 18,27 (CH3, DHPM), 54,04 (C–H, DHPM), 59,73 
(COOCH2CH3), 99,38 (C–COOCH2CH3, DHPM), 101,09 (CN), 115,59 (C–CN), 117, 95 (Ar), 124,04 
(C=N, Py), 128,17 (Ar), 140,73 (Ar), 144,04 (Ar), 149,13 (C–CH3, DHPM), 152,45 (CO, DHPM), 
160,95 (Py), 161,32 (CO, Py), 161,97 (CO, Py), 165,72 (COOCH2CH3); Izračunato za C21H20N6O5 
(436,42) (%): C, 57,79; H, 4,62; N, 19,26; Izmereno (%): C, 57,99; H, 4,92; N, 19,36; ESI-MS m/z 
izračunato za C21H20N6O5 436,15; Izmereno (pozitivni mod): 435,22 [M–H]–; UV-Vis (EtOH) 
(λmax/nm (log ε/mol−1dm3cm−1)): 439,0 (4,55). 
 
Etil-4-(4-((5-cijano-2-hidroksi-1-(2-hidroksietil)-4-metil-6-okso-1,6-dihidropiridin-3- 
-il)diazenil)fenil)-6-metil-2-okso-1,2,3,4-tetrahidropirimidin-5-karboksilat (2). Narandžasta 
praškasta supstanca; prinos 71%; t.t. 195–196 °C; ATR-FTIR (ν /cm−1): 3243 (NH), 2218 (CN), 
1678 (CO), 1626 (CO), 1500 (NH); 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6, δ/ppm): 1,11 (3H, t, J = 6,8 Hz, 
COOCH2CH3), 2,27 (3H, s, CH3 DHPM), 2,54 (3H, s, CH3 Py), 3,56 (2H, t, J = 6 Hz, CH2CH2OH), 
3,94–4,03 (4H, m, CH2CH2OH, COOCH2CH3), 5,18 (1H, d, J = 2,8 Hz, C–H), 7,35 (2H, d, J = 8,8 Hz, 
Ar–H), 7,70 (2H, d, J = 8,8 Hz, Ar–H), 7,77 (1H, d, J = 2 Hz, NH), 9,24 (1H, s, NH), 14,60 (1H, s, NH 
hidrazon); 13C NMR (200 MHz, DMSO-d6, δ/ppm): 14,58 (COOCH2CH3), 16,77 (CH3, Py), 18,27 
(CH3, DHPM), 41,92 (CH2CH2OH), 54,05 (C–H), 57,91 (CH2CH2OH), 59,72 (COOCH2CH3), 99,42 
(C–COOCH2CH3), 100,88 (CN), 115,60 (C–CN), 118,16 (Ar), 123,51 (C=N, Py), 128,16 (Ar), 
140,77 (Ar), 144,18 (Ar), 149,13 (C–CH3, DHPM), 152,46 (CO, DHPM), 159,60 (Py), 160,66 (CO, 
Py), 161,18 (CO, Py), 165,73 (COOCH2CH3); Izračunato za C23H24N6O6 (480,47) (%): C, 57,49; H, 
5,03; N, 17,4; Izmereno (%): C, 57,79; H, 5,15; N, 17,6; ESI-MS m/z izračunato za C23H24N6O6 
480,18; Izmereno (pozitivni mod): 503,12 [M+Na]+, 982,81 [2M+Na]+; Izmereno (negativni 
mod): 479,26 [M–H]–; UV-Vis (EtOH) (λmax/nm (log ε/mol−1dm3cm−1)): 440,0 (4,50). 
 
Etil-4-(4-((5-cijano-2-hidroksi-4-metil-6-okso-1-propil-1,6-dihidropiridin-3-il)diazenil)fenil)-6- 
-metil-2-okso-1,2,3,4-tetrahidropirimidin-5-karboksilat (3). Narandžasta praškasta supstanca; 
prinos 65%; t.t. 160–161 °C; ATR-FTIR (ν/cm−1): 3593 (NH), 3507 (NH), 3220 (NH), 2233 (CN), 
1709 (CO), 1677 (CO), 1621 (CO), 1514 (NH); 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6, δ/ppm): 0,89 (3H, 
t, J = 7,6 Hz, CH2CH2CH3), 1,11 (3H, t, J = 6,8 Hz, COOCH2CH3), 1,58 (2H, m, CH2CH2CH3), 2,27 
(3H, s, CH3 DHPM), 2,54 (3H, s, CH3 Py), 3,82 (2H, t, J = 7,2 Hz, CH2CH2CH3), 4,00 (2H, q, J = 7,2 
Hz, COOCH2CH3), 5,18 (1H, d, J = 2,8 Hz, C-H), 7,34 (2 H, d, J = 8,4 Hz, Ar-H), 7,70 (2H, d, J = 8,4 
Hz, Ar-H), 7,77 (1H, s, NH), 9,23 (1H, s, NH), 14,62 (1H, s, NH hidrazon); 13C NMR (200 MHz, 
DMSO-d6, δ/ppm): 11,71 (CH2CH2CH3), 14,58 (COOCH2CH3), 16,79 (CH3, Py), 18,27 (CH3, 
DHPM), 20,96 (CH2CH2CH3), 41,3 (CH2CH2CH3), 54,06 (C-H), 59,72 (COOCH2CH3), 99,41 (C-
COOCH2CH3), 100,78 (CN), 115,60 (C-CN), 118,17 (Ar), 123,48 (C=N, Py), 128,16 (Ar), 140,78 
(Ar), 144,20 (Ar), 149,14 (C–CH3, DHPM), 152,45 (CO, DHPM), 159,68 (Py), 160,57 (CO, Py), 
161,04 (CO, Py), 165,73 (COOCH2CH3); Izračunato za C24H26N6O5 (478,50) (%): C, 60,24; H, 5,48; 
N, 17,56; Izmereno (%): C, 60,49; H, 5,63; N, 17,78; ESI-MS m/z izračunato za C24H26N6O5  
478,20; Izmereno (negativni mod): 477,18 [M–H]–, UV-Vis (EtOH) (λmax/nm (log 
ε/mol−1dm3cm−1)): 442,0 (4,52). 
 
Etil-4-(4-((5-cijano-2-hidroksi-4-metil-6-okso-1-fenil-1,6-dihidropiridin-3-il)diazenil)fenil)-6- 
-metil-2-okso-1,2,3,4-tetrahidropirimidin-5-karboksilat (4). Tamno narandžasta praškasta 
supstanca; prinos 70%; t.t. 243–244 °C; ATR-FTIR (ν/cm−1): 3248 (NH), 2219 (CN), 1678 (CO), 
1629 (CO), 1503 (NH), 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6, δ/ppm): 1,11 (3H, t, J = 7,2 Hz, 
COOCH2CH3), 2,26 (3H, s, CH3 DHPM), 2,62 (3H, s, CH3 Py), 4,00 (2H, q, J = 6,8 Hz, COOCH2CH3), 
5,17 (1H, d, J = 2,4 Hz, C-H), 7,28–7,34 (4H, m, Ar), 7,46–7,69 (5H, m, Ph), 7,76 (1H, s, NH), 9,23 
(1H, s, NH), 14,49 (1H, s, NH hidrazon), 13C NMR (200 MHz, DMSO-d6, δ/ppm): 14,58 
(COOCH2CH3), 16,95 (CH3, Py), 18,27 (CH3, DHPM), 54,04 (C-H), 59,72 (COOCH2CH3), 99,40 (C–
COOCH2CH3), 101,20 (CN), 115,58 (C–CN), 118,12 (Ar), 123,88 (C=N, Py), 128,16 (Ar), 129,10 
(Ar), 129,32 (Ar), 129,43 (Ar, Ph), 134,59 (Ar, Ph), 140,79 (Ar), 144,19 (Ar), 149,14 (C–CH3, 
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DHPM), 152,45 (CO, DHPM), 160,18 (Py), 160,65 (CO, Py), 161,11 (CO, Py), 165,73 
(COOCH2CH3); Izračunato za C27H24N6O5 (512,52) (%): C, 63,27; H, 4,72; N, 16,40; Izmereno: C, 
63,49; H, 4,95; N, 16,51; ESI-MS m/z izračunato za C27H24N6O5 512,18; Izmereno (negativni 
mod): 511,18 [M–H]–; Izračunato (pozitivni mod): 513,17 [M+H]+; UV-Vis (EtOH) (λmax/nm (log 
ε/mol−1dm3cm−1)): 443,0 (4,58). 
 
Etil-4-(4-((5-cijano-2-hidroksi-6-okso-4-fenil-1,6-dihidropiridin-3-il)diazenil)fenil)-6-metil-2- 
-okso-1,2,3,4-tetrahidropirimidin-5-karboksilat (5). Tamno narandžasta supstanca; prinos 61%; 
t.t. 275-276 °C; ATR-FTIR (ν/cm−1): 3405 (NH), 3210 (NH), 2229 (CN), 1693 (CO), 1652 (CO), 
1505 (NH), 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6, δ/ppm): 1,07 (3H, t, J = 7,2 Hz, COOCH2CH3), 2,24 (3H, 
s, CH3 DHPM), 3,97 (2H, q, J = 8 Hz, COOCH2CH3), 5,11 (1H, d, J = 3,2 Hz, C-H), 7,20–7,26 (4H, m, 
Ar–H), 7,51–7,59 (5H, m, Ph), 7,69 (1H, s, NH), 9,18 (1H, s, NH), 12,19 (1H, s, NH Py), 14,60 (1H, 
s, NH hidrazon), 13C NMR (200 MHz, DMSO-d6, δ/ppm): 14,54 (COOCH2CH3), 18,29 (CH3, 
DHPM), 54,04 (C–H), 59,68 (COOCH2CH3), 99,23 (C-COOCH2CH3), 100,64 (CN), 115,73 (C–CN), 
117,65 (Ar), 124,05 (C=N, Py), 128,11 (Ar), 128,32 (Ar), 129,91 (Ar, Ph), 130,47 (Ar, Ph), 133,35 
(Ar, Ph), 140,73 (Ar), 144,02 (Ar), 149,15 (C–CH3, DHPM), 152,35 (CO, DHPM), 161,35 (Py), 
161,46 (CO, Py), 162,16 (CO, Py), 165,69 (COOCH2CH3); Izračunato za C26H22N6O5 (498,49) (%): 
C, 62,64; H, 4,45; N, 16,86; Izmereno: C, 62,80; H, 4,66; N, 16,91; ESI-MS m/z izračunato za 
C26H22N6O5 498,17; Izmereno (negativni mod): 497,19 [M–H]–, UV-Vis (EtOH) (λmax/nm (log 
ε/mol−1dm3cm−1)): 442,5 (4,58). 
 
Etil-4-(4-((5-karbamoil-2-hidroksi-4-metil-6-okso-1,6-dihidropiridin-3-il)diazenil)fenil)-6-metil-
-2-okso-1,2,3,4-tetrahidropirimidin-5-karboksilat (6). Narandžasta praškasta supstanca; prinos 
61%; t.t. 201-203 °C, ATR-FTIR (ν/cm−1): 3248 (NH), 1684 (CO), 1648 (CO), 1513 (NH); 1H NMR 
(400 MHz, DMSO-d6, δ/ppm): 1,11 (3H, t, J = 7 Hz, COOCH2CH3), 2,22 (3H, s, CH3 DHPM), 2,26 
(3H, s, CH3 DHPM), 3,99 (2H, q, J = 7 Hz, COOCH2CH3), 5,15 (1H, d, J = 2,4 Hz, C–H), 7,28 (2H, d, 
J = 8,2 Hz, Ar–H), 7,50–7,52 (3H, m, Ar–H i CONH2), 7,69 (1H, s, CONH2), 7,79 (1H, s, NH), 9,22 
(1H, s, NH), 11,66 (1H, s, NH Py), 14,23 (1 H, s, NH hidrazon), 13C NMR (200 MHz, DMSO-d6, 
δ/ppm): 14,59 (COOCH2CH3), 14,75 (CH3, Py), 18,26 (CH3, DHPM), 54,01 (C-H), 59,70 
(COOCH2CH3), 99,57 (C-COOCH2CH3), 116,49 (C–CN), 116,69 (Ar), 126,23 (C=N, Py), 128,06 
(Ar), 141,38 (Ar), 145,78 (Ar), 148,94 (C–CH3, DHPM), 152,51 (CO, DHPM), 162,19 (Py), 162,22 
(CO, Py), 162,42 (CO, Py), 165,76 (COOCH2CH3), 166,81 (CONH2); Izračunato za C21H22N6O6 
(454,44) (%): C, 55,50; H, 4,88; N, 18,49; Izmereno: C, 55,69; H, 4,92; N, 18,63; ESI-MS m/z 
izračunato za C21H22N6O6 454,16; Izmereno (negativni mod): 453,19 [M–H]–; Izmereno 
(pozitivni mod): 454,99 [M+H]+, 477,11 [M+Na]+; UV-Vis (EtOH) (λmax/nm (log 
ε/mol−1dm3cm−1)): 428,5 (4,60). 
 
Etil- 4-(4-((2-hidroksi-4-metil-6-okso-5-piridinijum-1,6-dihidropirimidin-3-il)diazenil)fenil)-6- 
-metil-2-okso-1,2,3,4-tetrahidropirimidin-5-karboksilat (7). Crvena praškasta supstanca; prinos 
61%; t.t. 230-232 °C; ATR-FTIR (ν/cm−1): 3382 (NH), 3233 (NH), 1690 (CO), 1616 (CO); 1H NMR 
(400 MHz, DMSO-d6, δ/ppm): 1,11 (3H, t, J = 7 Hz, COOCH2CH3), 2,14 (3H, s, CH3 Py), 2,25 (3H, 
s, CH3 DHPM), 3,99 (2H, q, J = 7 Hz, COOCH2CH3), 5,14 (1H, s, C–H), 7,24 (2H, d, J = 8 Hz, Ar–H), 
7,46 (2H, d, J = 8 Hz, Ar–H), 7,74 (1H, s, NH), 8,23 (2H, t, J = 6,8 Hz, Piridinijum), 8,69 (1H, t, J = 
7,6 Hz, Piridinijum), 9,06 (2H, d, J = 5,6 Hz, Piridinijum), 9,20 (1H, s, NH), 10,47 (1H, s, Py); 13C 
NMR (200 MHz, DMSO-d6, δ/ppm): 14,59 (COOCH2CH3), 18,26 (CH3, DHPM), 54,20 (C–H), 59,67 
(COOCH2CH3), 99,78 (C–COOCH2CH3), 127,35 (Ar), 128,31 (C=N, Py), 148,71 (Ar, Piridinijum), 
152,59 (CO, DHPM), 165,85 (CO, COOCH2CH3); 1H NMR (400 MHz, CF3COOD, δ/ppm): 1,34 (3H, 
t, J = 7 Hz, COOCH2CH3), 2,46 (3H, s, CH3 Py), 4,32 (2H, q, J = 7 Hz, COOCH2CH3), 5,76 (1H, s, C–
H), 7,65 (2H, d, J = 8,8 Hz, Ar-H), 7,75 (2H, d, J = 8,4 Hz, Ar–H), 8,38 (2H, d, J = 7 Hz, Piridinijum), 
8,87–8,91 (3H, m, Piridinijum), 10,01 (1H, s, NH), 10,82 (1H, s, NH Py), 15,02 (1H, s, NH 
hidrazon); 13C NMR (200 MHz, CF3COOD, δ/ppm): 14,46 (COOCH2CH3), 14,68 (CH3, Py), 57,72 
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(C–H), 65,25 (COOCH2CH3), 104,58 (C–COOCH2CH3), 123,70 (C–CN), 128,32 (C=N, Py), 131,21 
(Ar, Piridinijum), 131,53 (Ar, DHPM), 143,03 (Ar, DHPM), 145,69 (Ar, DHPM), 149,40 (Ar, 
Piridinijum), 150,94 (C–CH3, DHPM), 155,64 (CO, DHPM), 163,04 (Py), 170,64 (CO, 
COOCH2CH3); Izračunato za C25H25N6O5 (489,50) (%): C, 61,34; H, 5,15; N, 17,17; Izmereno: C, 
61,51; H, 5,58; N, 17,35; ESI-MS m/z izračunato za C25H25N6O5 498,19; Izmereno (pozitivni 
mod) 489,29 [M+]; UV-Vis (EtOH) (λmax/nm (log ε/mol−1dm3cm−1)): 428,0 (4,60). 
 
2.3. Termička analiza 
 

Termička stabilnost jedinjenja 1–7 je ispitana TGA/DTG i DTA tehnikom, koristeći 
Setaram Setsys Evolution 1750 instrument. Uzorci su zagrevani od 30 do 800 °C brzinama β = 
2, 5, 5, 10 and 20 °C min–1 u atmosferi čistog argona (Ar) sa protokom φ = 20 cm3 min–1. Za 
termičku karakterizaciju su korišćene krive dobijene brzinom zagrevanja 10 °C min–1. Masa 
uzoraka korišćena za analizu je iznosila oko 5 mg [136]. 
 
2.4. Kvantno-hemijskа proračuni 
 

Kvantno-hemijski (DFT) proračuni izvedeni su pomoću programskog paketa Gaussian 
09 [137] na B3LYP i M06-2X nivou sa 6-311++G(d,p) osnovnim setom orbitala. Geometrije 
proučavanih molekula 1–7 optimizovane su primenom B3LYP/6-311++G(d,p) metode. Sve 
strukture jedinjenja su optimizovane bez ikakvih ograničenja na geometrijama, a korišćeni su 
standardni kriterijumi konvergencije. Stabilnost optimizovanih geometrija je potvrđena 
računanjem frekvencija, i dobijene su realne vrednosti za sve frekvencije. Parametri 
optimizovane geometrije su upotrebljeni za proračune harmonijskih vibracionih frekvencija, 
izotropnih hemijskih pomeranja i elektronskih svojstava. Harmonijske vibracione frekvencije 
su izračunate B3LYP/6-311++G(d,p) metodom i skalirane faktorom 0,968 [138]. Proračuni 
hemijskih pomeranja u NMR spektrima, u DMSO-d6, su izračunati pomoću GIAO (engl. Gauge-
Independent Atomic Orbital) metode, na istom teorijskom nivou. 1H i 13C izotropna hemijska 
pomeranja su navedena u odnosu na TMS. Uticaj rastvarača je simuliran pomoću solvatacionog 
CPMC (engl. Conductor Polarizable Continuum Model) modela. Odstupanje između 
eksperimentalnih i izračunatih 1H NMR hemijskih pomeranja vodonika u –NH grupama u 
DMSO-d6, korigovano je dodavanjem tri molekula DMSO u položaje koji omogućavaju stvaranje 
vodoničnih veza sa ovim grupama. Energije graničnih molekulskih orbitala (FMO), HOMO-
LUMO energetska razlika i mape elektrostatičkih molekulskih potencijala (MEP) izračunate su 
na B3LYP/6-311++G(d,p) nivou kako bi rasvetlile reaktivnost ispitivanih molekula. Teorijski 
UV-Vis apsorpcioni spektri su izračunati na CPCM/M06-2X/6-311++G(d,p) nivou i skalirani 
faktorom 1.15. Za vizuelnu prezentaciju vibracionih traka, molekulskih orbitala i UV-Vis 
spektara korišćen je Gauss View 5.0 grafički interfejs [139]. 
 

Kvantno-hemijski molekulski deskriptori: energija najviše popunjene molekulske 
orbitale (EHOMO), energija najniže nepopunjene molekulske orbitale (ELUMO), HOMO-LUMO 
razlika energija (EGAP), energija jonizacije (I), afinitet elektrona (A), otpornost na transfer 
elektrona (η), polarizabilnost (σ, σo, S), elektronegativnost (χ), hemijski potencijal (CP), indeks 

elektrofilnosti (ω), indeks nukleofilnosti (N) i naelektrisanje (ΔNmax) izračunati su u vodi, kao 
rastvaraču, u cilju ispitivanja biološke (re)aktivnosti molekula. Vrednosti EHOMO i ELUMO su 
dobijene direktno iz DFT proračuna, dok su vrednosti drugih deskriptora izračunate pomoću 
jednačina iz literature datih u prilogu (1a-12a) [140]. 
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2.5. Fotofizička svojstva 

 
UV-Vis apsorpcioni spektri jedinjenja 1–7 su snimljeni na Shimadzu 1700 

spektrofotometru, pri koncentraciji 4·10−5 mol/dm3, u 27 rastvarača različitih svojstava. Uticaj 
rastvarača na apsorpcione maksimume ispitan je LSER (engl. Linear Solvation Energy 
Relationship) analizom, koristeći Catalán-ov model [141-143]. Emisioni spektri su snimljeni na 
Shimadzu RF-1501 PC spektrofluorimetru pri koncentraciji jedinjenja  
4·10−5 mol/dm3 i izračunati su Stoksovi (Stokes) pomeraji u odnosu na apsorpcione spektre. 
Takođe, analiziran je uticaj promene pH rastvora na UV-Vis i fluorescentne spektre. 
 

2.6. Ispitivanje antioksidativne aktivnosti 

 
Sposobnost novosintetisanih jedinjenja 1–7 da redukuju ABTS•+ radikal-katjon ispitana 

je ABTS metodom [144]. Rastvor ABTS•+ radikal-katjona je pripremljen mešanjem 7 mM ABTS 
rastvora (4,912 ml u fosfatnom puferu (PBS)) i 140 mM rastvora kalijum-persulfata (0,088 ml 
u vodi) i potom inkubiran u mraku 16 sati. Dobijeni rastvor se pre upotrebe razblaži metanolom 
do apsorbance 0,700 ± 0,02. Nakon toga 20 μl rastvora boje u metanolu (2 mM) se pomeša sa 2 
ml ABTS•+ rastvora i neprestano meša u mraku 10 minuta. Intenzitet obezbojavanja rastvora 
prati se spektrofotometrijski na talasnoj dužini 734 nm. Svaki eksperiment urađen je u 
triplikatu. Procenat inhibicije ABTS•+ I[%] izračunat je prema jednačini:  
 

I (%) = (Ac–As) / Ac × 100 
 
gde je Ac apsorbanca kontrolnog uzorka (20 μl metanola u 2 mL of ABTS•+ rastvora), a As 
apsorbanca ispitivanog uzorka. Askorbinska kiselina je korišćena kao standardni antioksidant.  
 

Antioksidativna aktivnost jedinjenja 5, 6, i 7 dalje je ispitana određivanjem minimalne 
inhibitorne koncentracije, tj. IC50 vrednosti. Za ovaj eksperiment pripremljeni su rastvori 
različitih razblaženja (od 2 mM do 0,5 mM) ispitivanih boja i askorbinske kiseline, i određene 
su inhibitorne aktivnosti iz kojih su potom izračunate IC50 vrednosti. Svi eksperimenti su 
urađeni u triplikatu, a dobijene IC50 vrednosti predstavljene su kao srednja vrednost ± 
standardna devijacija za svako merenje. 
 

2.7. In vitro ispitivanje antimikrobne aktivnosti  

 
Antimikrobna aktivnost jedinjenja 1–7 je ispitana standardnom mikrobiološkom in vitro 

metodom – metodom difuzije na agarnoj podlozi. Mikrobiološki test je sproveden na patogenim 
sojevima Staphylococcus aureus ATCC 25923 (Gram-pozitivna bakterija), Escherichia coli ATCC 
25922 (Gram-negativna bakterija) i Candida albicans ATCC 24433 (oportunistička gljivica). Za 
pripremu agarne podloge korišćen je TSB (tripton soja bujon) i TSA (tripton soja agar). 
Hranljive podloge su razlivene na Petri (Petri) ploče i inkubirane u termostatu 24 sata na 30 °С. 
Nakon inkubacije u Petri ploče su postavljeni kalupi prečnika 8 mm i preko njih je prelivena 
mekana, tzv. TOP agarna podloga, inokulisana odgovarajućim patogenom (2×105 CFU/ml, 200 
µl patogena u 6 ml TOP agra). Nakon što TOP agar očvrsne, kalupi se uklone čime se formiraju 
bunarčići prečnika 8 mm [145]. U bunarčiće se redom unosi 100 µl svakog uzorka koncentracije 
125 µg/ml jedinjenja 1–7 rastvorenih u DMSO. Nakon inkubacije 24 h na 37 °C izmerena je zona 
inhibicije u odnosu na kontrolni bunarčić u koji je unešen samo DMSO. Prečnik zone inhibicije, 
tj. zone smanjenog rasta određen je u milimetrima i osnovu obrazovanih prečnika procenjena 
je antimikrobna aktivnost ispitivanih jedinjenja. 
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2.8. In vitro ispitivanje citotoksične aktivnosti 

 
In vitro citotoksična aktivnost jedinjenja 1–7 i B2 ispitana je prema sledećim humanim 

malignim ćelijskim linijama: PC-3 (adenokarcinom prostate), A549 (karcinom pluća), K562 
(hronična mijeloidna leukemija). Takođe, određena je i njihova citotoksičnost prema humanim 
normalnim fibroblastima pluća MRC-5, kako bi se odredila selektivnost u citotoksičnom 
dejstvu. 
 

Pripremljeni su polazni rastvori jedinjenja u DMSO koncentracije 10 mg/ml, a nakon 
toga su razblaženi u hranljivom medijumu do odgovarajućih radnih koncentracija. PC-3, A549 
i MRC-5 adherentne ćelijske linije su održavane u kulturi u vidu monosloja u kompletnom 
hranljivom medijumu, dok je K562 ćelijska linija održavana u kulturi u suspenziji. Kompletni 
hranljivi medijum predstavlja RPMI 1640, pH 7.2, u koji se dodaje 10% serum fetalnog govečeta 
(engl. FBS–fetal bovine serum), termički inaktivisan tokom 30 minuta na 56°C,  
L-glutamin (2 mM), streptomicin (100 μg/ml), penicilin (100 IU/ml) i HEPES (25 mM). Ćelijske 
kulture su gajene u inkubatoru na temperaturi od 37°C, u atmosferi vazduha obogaćenim 5% 
CO2 i zasićenim vodenom parom. PC-3 (5000 ćelija/100 μl po sudiću), A549 (5000 ćelija/100 
μl po sudiću), MRC-5 (5000 ćelija/100 μl po sudiću), su zasejane u sudiće mikrotitar ploča sa 
96 sudića. Nakon inkubacije od 20 sati u odgovarajuće sudiće ploča dodato je po 50 μl rastvora 
ispitivanih jedinjenja (pet različitih finalnih koncentracija u opsegu od 12.5 µM do 200 µM). 
K562 ćelije (5000 ćelija/100 μl po sudiću) koje rastu u suspenziji su zasejane 2 sata pre 
dodavanja rastvora ispitivanih jedinjenja. U kontrolnim uzorcima ćelije su rasle samo u 
prisustvu hranljivog medijuma (dodato po 50 μl medijuma). Kao slepa proba korišćen je 
hranljivi medijum. Nakon dodavanja rastvora ispitivanih jedinjenja ćelije su inkubirane 
naredna 72 sata. Svaki eksperiment je izveden u triplikatu. Urađena su minimum tri do četiri 
nezavisna eksperimenta. 
 

Preživljavanje ćelija određivano je MTT kolorimetrijskim testom, kojim se određuje 
ćelijsko preživljavanje na osnovu količine redukovanog kolorimetrijskog reagensa u 
metabolički aktivnim ćelijama. MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolijum-
bromid) je žuta tetrazolijumska so koja se u živim, biohemijski aktivnim ćelijama redukuje do 
formazana, nerastvornog kristala ljubičaste boje. Dodavanjem deterdženta SDS-a dolazi do 
rastvaranja formazana i stvara se obojeni rastvor koji ima maksimum apsorbance na 570 nm. 
Količina rastvorenog formazana direktno je proporcionalna broju živih ćelija. Postupak za 
određivanje preživljavanja ciljnih ćelija MTT kolorimetrijskom testom razvio je Mosman 
(Mosmann), a zatim su Ono (Ohno) i Abe (Abe) modifikovali proceduru [146,147]. Nakon 
inkubacije u svaki sudić dodato je po 10 μl MTT reagensa. Uzorci su inkubirani 4 sta na 37°C, a 
potom je u uzorke dodato po 100 μl 10% SDS-a. Ploče su inkubirane tokom noći, a zatim je 
narednog dana očitavana apsorbanca na talasnoj dužini od 570 nm na čitaču Multiskan EX 
Thermo Labsystems. Ćelijsko preživljavanje S[%] izračunato je prema jednačini: 
 

S (%) = (Au-As) x 100 / (Ak-As) 
 
gde je Au apsorbanca uzorka ćelija koje su rasle u prisustvu jedinjenja, Ak apsorbanca 
kontrolnog uzorka ćelija koje su rasle samo u prisustvu hranljivog medijuma, a As apsorbanca 
uzorka sa slepom probom. IC50 vrednost (μM) predstavlja koncentraciju ispitivanog jedinjenja 
koja inhibira ćelijsko preživljavanje za 50%. 
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2.9. Analiza faza ćelijskog ciklusa 

 
Dejstvo azo jedinjenja 5 na promenu u distribuciji ciljanih K562 ćelija u pojedinim 

fazama ćelijskog ciklusa ispitano je analizom na protočnom citometru [147]. K562 ćelije 
hronične mijeloidne leukemije su  zasejane u ploče sa 6 sudića, a dva sata nakon toga ćejije su 
tretirane sa 2IC50 koncentracijom jedinjenja 5. Kontrolne K562 ćelije su gajene u hranljivom 
medijumu kako je prethodno opisano. Nakon 24 sata inkubacije u hranljivom medijumu 
kontrolne ćelije i ćelije izložene dejstvu jedinjenja 5 su prikupljene, isprane PBS-om i fiksirane 
sa 70% ledenog etanola prema standardnom protokolu [148]. Ovako pripremljene ćelije se 
čuvaju nedelju dana na temperaturi –20°C. Nakon fiksacije, etanol se ukloni, a ćelije se još 
jednom ispiraju u PBS-u. Uzorci se zatim inkubiraju 30 minuta na 37°C u prisustvu 100 µl 
rastvora RNaze A (koncentracije 1 mg/ml). Na kraju, nakon tretmana RNazom A, u uzorak se 
dodaje 100 µl rastvora propidijum-jodida koncentracije 400 µg/ml, a obojena suspenzija ćelija, 
prethodno promućkana na vorteksu, se potom analizira. Analiza ćelijskog ciklusa i DNK 
sadržaja urađena je na protočnom citometru (Becton Dickinson FAC-Scan flow cytometer, 
Becton Dickinson, San Jose, CA, USA), a DNK histogram je analiziran korišćenjem CellQuestR 
softvera, za mimum 10000 ćelija po uzorku. 
 

2.10. In silico analiza fizičko-hemijskih i ADME parametara 

 
Fizičko-hemijski parametri i farmakokinetička svojstva (ADME) za ispitivane molekule 

1–7 i 7a, određeni su in silico pomoću SwissADME [149] i Vega 22 verzija 2.4 programa[150]. 
Strukturne formule jedinjenja nacrtane su u programu ChemDraw Ultra 12.0 i zatim su 
konvertovane u SMILES formu koja je potom insertovana u SwissADME kako bi se izračunali 
odgovarajući parametri. Fizičko-hemijski deskriptori određeni su u Vega 22 programu na 
osnovu prethodno optimizovanih geometrija metodom B3LYP/6-311++G(d,p). 
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3. Rezultati i diskusija 
 

Rezultati ove doktorske disertacije su podeljeni u dva segmenta. Prvi segment se odnosi 
na sintezu derivata 3-cijano-2-piridona metodom kontinualnog protoka, u kapilarnom 
mikroreaktoru (MR), na sobnoj temperaturi, u cilju razvijanja novog efikasnijeg postupka 
sinteze. Drugi segment disertacije je usmeren na sintezu Biđinelijevih proizvoda i 
heterocikličnih azo jedinjenja koja se dobijaju u reakciji diazo-kuplovanja, gde je diazo 
komponenta derivat 3,4-dihidropirimidin-2(1H)-ona, a različiti 2-piridoni se koriste kao 
komponente za kuplovanje. Sintetisana serija predstavlja nove heterociklične azo boja o kojima 
ranije nije bilo literaturnih podataka. Struktura novosintetisanih azo jedinjenja je detaljno 
analizirana eksperimentalnim i teorijskim podacima, a zatim su ispitana i njihova biološka 
svojstva. Biološka aktivnost je određena eksperimentalnim i in silico testovima. 
 

3.1. Sinteza 6- i 1,6-supstituisanih-3-cijano-4-metil-2-piridona metodom kontinualnog 

protoka u kapilarnom mikroreaktoru 

 
U prvom setu eksperimenata, u kontinualnom protočnom mikroreaktorskom sistemu, 

sintetisano je šest derivata 2-piridona:  P1-3 (3-cijano-6-hidroksi-4-metil-1-supstituisani-2 
-piridoni) i P8-10 (3-cijano-4,6-dimetil-1-supstituisani-2-piridoni). Čistoća i hemijska 
struktura sintetisanih jedinjenja potvrđena je spektralnim podacima datim u odeljcima 2.2.3.1 
i 2.2.3.2. Izabrani 2-piridoni su sintetisani polazeći iz odgovarajućih rastvora 1,3-dikarbonilnog 
jedinjenja i N-supstituisanog cijanoacetamida, koristeći ekvimnolarnu koncentraciju rastvora 
(0,6 mol/dm3). Rastvor NaOH (0,7 mol/dm3) je korišćen kao katalizator i sinteza je izvedena na 
sobnoj temperaturi kako je opisano u odeljku 2.2.3.3. i ilustrovana slikama 2.2 i 2.3. U cilju 
optimizacije reakcionih uslova, protoci ulaznih komponenata su varirani u opsegu od 0,02 do 
0,1 ml/min. Uporedo je urađena i sinteza primenom konvencionalne procedure opisane u 
poglavljima 2.2.3.1. i 2.2.3.2. i dobijeni prinosi su upoređeni i prikazani u Tabeli 3.1. 
 

Na osnovu podataka iz tabele 3.1 uočava se da je sinteza 2-piridona ispitana polazeći iz 
jednakih protoka ulaznih rastvora (F(DKJ)=F(CAA)=F(NaOH)) i da je početni ukupni protok 
reakcione smeše iznosio 0,06 ml/min (vreme zadržavanja u MR je 81,7 min), u slučaju svih 
ispitanih derivata, osim kod P8 gde početni ukupni protok reakcione smeše iznosi 0,3 ml/min 
(vreme zadržavanja u MR je 16,3 min). Naime, protoci niži od 0,3 ml/min izazivali su začepljenje 
u MR, koje je posledica brze reakcije između primenjenih reaktanata i nastajanja proizvoda P8, 
koji se usled dugog vremena zadržavanja nagomilava u kapilarnom MR i dovodi do začepljenja. 
Nakon toga, optimizacija je izvedena skraćivanjem vremena zadržavanja u MR odnosno, 
povećanjem protoka reakcione smeše. Generalno, povećanje protoka dovodi do smanjenja 
prinosa reakcije, ali u slučaju derivata P8, povećanje protoka sa 0,3 na 0,6 ml/min utiče i na 
povećanje prinosa reakcije. Rezultati dobijeni za derivate P9 i P10, pokazuju da N-supstituisani 
amidi sporije reaguju u odnosu na nesupstituisani cijanoacetamid i da daju niže prinose, uz 
duže vreme zadržavanja u MR u odnosu na P8. U radu [21] je pokazano da se primenom 
mikrotalasne tehnike N-supstituisani 3-cijano-4,6-dimetil-2-piridoni dobijaju za oko 7 minuta 
u dobrom prinosu, pa se može izvesti zaključak da je taj metod sinteze prikladnija alternativa 
konvencionalnom postupku, od metode kontinualne sinteze. Sa druge strane sinteza 6-
hidroksi-2-piridona (P1-3) ukazuje da su diketoni značajno reaktivniji u reakciji kondenzacije 
sa cijanoacetamidima, u odnosu na ketoestre, što se ogleda kroz niske ostvarene prinose 
derivata P1-3 u MR [112].  
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Tabela 3.1. Optimizacija protoka u prvom setu eksperimenata. Poređenje dobijenih prinosa 
primenom kontinualnog i konvencionalnog postupka sinteze. 
 

Sinteza metodom kontinualnog protoka 
Konvencionalna 

sinteza 

Jedinjenje 

F (DKJ)(a) 
[ml/min] 
c=0,6 
mol/dm3 

F (CAA) (b) 
[ml/min] 
c=0,6 
mol/dm3 

F (NaOH) (c) 
[ml/min] 
c=0,7 
mol/dm3 

Ft(d) 
[ml/min] 

t(e) 
[min] 

Y(f) 
[%] 

t(g) 
[min] 

Y(h) 
[%] 

P1 0,02 0,02 0,02 0,06 81,7 22 

480 61 
P1 0,03 0,03 0,03 0,09 54,4 10 

P2 0,02 0,02 0,02 0,06 81,7 6 480 59 

P3 0,02 0,02 0,02 0,06 81,7 2 480 31 

P8 0,10 0,10 0,10 0,30 16,3 50 

60 60 

P8 0,20 0,20 0,20 0,60 8,20 59 

P8 0,30 0,30 0,30 0,90 5,40 42 

P8 0,40 0,40 0,40 1,20 4,10 42 

P9 0,02 0,02 0,02 0,06 81,7 30 

240 60 
P9 0,03 0,03 0,03 0,09 54,4 30 

P10 0,02 0,02 0,02 0,06 81,7 25 

240 40 
P10 0,03 0,03 0,03 0,09 54,4 20 

(a)Protok rastvora 1,3-dikarbonilnog jedinjenja u metanolu; (b)Protok rastvora N-supstituisanog cijanoacetamida u 
vodi; (c)Protok rastvora NaOH u vodi; (d)Ukupni protok reakcione smeše; (e)Vreme zadržavanja u mikroreaktoru; 
(f)Prinos ostvaren u kontinualnom protočnom sistemu; (g)Vreme trajanja reakcije primenom konvencionalne 
sinteze; (h)Prinos ostvaren primenom konvencionalne sinteze. 

 
U poređenju sa konvencionalnim postupkom (prinos 60% za 60 min), sinteza derivata 

P8 u MR se pokazala kao efikasna, jer je za 8 minuta sintetisan proizvod u istom prinosu. Stoga 
je metod sinteze u kontinualnom protočnom sistemu dalje optimizovan za P8. Uzimajući u obzir 
značaj derivata P1 i njegove široke rasprostranjenosti u strukturi raznih piridonskih azo boja 
[105,106,112] sprovedena je i njegova dalja optimizacija sinteze u MR. 
 

U drugom setu eksperimenata, koncentracija polaznih rastvora za sintezu jedinjenja P1 
i P8 je povećana i molarni odnos reaktanata acetilaceton/acetsirćetni estar, cijanoacetamid i 
natrijum-hidroksid je promenjen na 1:1,5:2 (Tabela 3.2). Priprema rastvora i postavka sistema 
je opisana u odeljku 2.2.3.3. Poređenjem razultata ostvarenih u prvom i drugom setu 
eksperimenata, može se videti da povećanje koncentracije i molarnih odnosa rastvora 
korišćenih za sintezu jedinjenja P1 znatno utiče na povećanje prinosa reakcije. Variranjem 
protoka reakcione smeše od 0,3 do 1,2 ml/min, ustanovljeno je da je optimalan protok za 
sintezu P1 pri ovim uslovima, 0,6 ml/min pri čemu se za 8 minuta postiže prinos od 60%. Ovaj 
metod pokazuje značajno unapređenje u odnosu na konvencionalni postupak sinteze gde se za 
8 sati sintetiše proizvod u sličnom prinosu. Što se tiče rezultata dobijenih za jedinjenje P8, 
ustanovljeno je da promena koncentracije i odnosa reaktanata u ovom slučaju ne utiče značajno 
na prinos proizvoda, s obzirom da su dobijeni slični prinosi kao u prvom setu eksperimenata. 
Prikazani rezultati pokazuju da postupak sinteze u kontinualnom protočnom 
mikroreaktorskom sistemu, na sobnoj temperaturi, predstavlja efikasnu metodu za sintezu 
piridona P1 i P8.  
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Tabela 3.2. Optimizacija protoka u drugom setu eksperimenata za sintezu derivata P1 i P8 
 

F (acetilaceon/etil-
acetoacetat)(a) 

[ml/min] 
c=1,0 mol/dm3 

F (cijanoacetamid)(b)  
[ml/min] 

c=1,5 mol/dm3 

F (NaOH)(c)  
[ml/min] 

c=2,0 mol/dm3 
FT(d)  [ml/min] t (e) [min] Y (P1/P8)(f)  [%] 

0,1 0,1 0,1 0,3 16,3 59/60 

0,2 0,2 0,2 0,6 8,2 59/61 

0,3 0,3 0,3 0,9 5,4 52/61 

0,4 0,4 0,4 1,2 4,1 45/59 
(a)Protok rastvora acetilacetona/etil-acetoacetata u metanolu; (b)Protok rastvora cijanoacetamida u vodi; (c)Protok 
rastvora natrijum-hidroksida u vodi; (d)Ukupni protok reakcione smeše; (e)Vreme zadržavanja u mikroreaktoru; 
(f)Prinos P1 i P8. 

 

3.2. Sinteza DHPM-azo piridonskih boja 

 
Nakon ispitivanja sinteze 2-piridona u kontinualnom protočnom MR, usledila su dalja 

istraživanja sinteze Biđinelijevih proizvoda i novih azo boja baziranim na ovim heterocikličnim 
molekulima.  
 

Azo boje 1–7 sintetisane su u reakciji diazo-kuplovanja, polazeći iz diazonijumove soli 
B3, nastale diazotovanjem Biđinelijevog adukta B2, i odgovarajućih 6-hidroksi-2-piridona P1-
7 (slika 2.1). Detaljnije, B2 je sintetisan u dva koraka. Naime, koristeći Biđinelijevu reakciju i 
mikrotalasnu tehniku, prvo je sintetisan prekursor diazo komponente, derivat DHPM-a sa 
nitro-grupom u fenilnom jezgru, označen kao B1. Ovaj DHPM je izolovan u dobrom prinosu i 
zatim je izvršena njegova redukcija, odnosno redukcija nitro- do amino-grupe, kako bi se dobio 
Biđinelijev adukt pogodan za diazotovanje. Redukcija B1 je izvršena pod blagim reakcionim 
uslovima, koristeći amonijum-hlorid i cink, što predstavlja unapređenje u odnosu na većinu 
literaturnih postupaka, koji u ovom slučaju preporučuju hidrogenovanje, za koje je potrebno 
obezbediti rigorozne uslove. Tako je B2 sintetisan u dobrom prinosu i njegova strukturna 
karakterizacija je data u odeljku 2.2.2. Zatim su sintetisani piridoni P1-7, okarakterisani u 
odeljku 2.2.3.1., koji su potom kuplovani sa B3 pri čemu se dobijaju nove heterociklične azo 
boje 1–7. Dobijena azo jedinjenja su izolovana u dobrom prinosu i  njihova struktura je 
potvrđena ATR-FTIR, 1H NMR,13C NMR, ESI-MS, UV-Vis spektrima i elementalnom analizom. 
Kako sintetisana azo jedinjenja sadrže hidroksi-grupu konjugovanu sa azo-grupom, omogućen 
je intramolekulski transfer protona i time mogućnost za formiranje azo i hidrazon tautomernih 
oblika [102,103] (slika 3.1). 
 

 
 
 

Slika 3.1. Azo-hidrazon tautomerija boje 1 
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ATR-FTIR i NMR spektri boja 1–6 ukazuju na postojanje hidrazon tautomernog oblika u 
čvrstom stanju, kao i u DMSO-d6 rastvoru. Što se tiče ATR-FTIR spektara, hidrazonski oblik je 
potvrđen trakama na 1709–1616 cm–1 koje potiču od vibracija istezanja karbonilnih grupa, 
zatim trakama na 3210–3296 cm–1 koje potiču od vibracija istezanja N–H hidrazon grupe 
hidrazona, kao i intenzivnim trakama u oblasti od 1514–1503 cm–1, koje se pripisuju 
zajedničkim C=N vibracijama istezanja i N–H vibracijama savijanja u ravni hidrazonskog oblika. 
1H NMR spektri boja 1–6, snimljeni u DMSO-d6 rastvoru, nedvosmisleno ukazuju na prisustvo 
hidrazon tautomera. Signali koji se nalaze u opsegu 14,23–14,62 ppm pripisani su protonu N–
H grupe hidrazona. 13C NMR spektri potvrđuju prisustvo hidrazonkog oblika, koje se ogleda 
kroz hemijsko pomeranje dva karbonilna C-atoma, piridonovog prstena, u opsegu od 160,65–
162,22 ppm (C6, slika 3.1) i 161,11–164,20 ppm (C2, slika 3.1).  
 

Kod boje 7 je uočena malo drugačija struktura, kako u čvrstom stanju, tako i u rastvoru  
DMSO-d6. Naime, ATR-FTIR spektri, kao NMR spektri snimljeni u DMSO-d6, ukazuju na 
deprotonovani oblik hidrazon tautomera (slika 3.2, struktura 7a). 
 

 
 

Slika 3.2. Ravnoteža između hidrazona 7 i dipol-jona 7a 
 

Kako se reakcija diazo-kuplovanja odvija u alkalnoj sredini, boja 7 se može lako 
deprotonovati u toku sinteze pri čemu nastaje dipol-jon 7a. Naime, na ATR-FTIR spektru je 
uočeno odsustvo trake na oko 1500 cm–1, koja se pripisuje N–H vibracijama savijanja u ravni 
hidrazona. 1H NMR spektar ne sadrži signal karakterističan za proton N–H grupe hidrazona, 
dok 13C NMR spektar ima signal na 128,31 ppm pripisan hemijskom pomeranju C-atoma iz 
C5=N. Ipak, struktura hidrazonskog oblika je potvrđena snimanjem NMR spektara jedinjenja 7 
u CF3COOD rastvoru. Na 1H NMR spektru je uočen signal niskog intenziteta na 15,03 ppm koji 
odgovara protonu N–H grupe hidrazona, a signal na 128,32 ppm, u 13C NMR spektru, koji 
odgovara hemijskom pomeranju C-atoma iz C5=N fragmenta, potvrđuje strukturu 
hidrazonskog tautomernog oblika. ESI-MS analiza dokazala je čistoću ispitivanih jedinjenja, 
pokazujući pikove molekulskih jona na m/z vrednostima koje odgovaraju molarnoj masi 
ispitivanih boja. UV-Vis apsorpcioni spektri jedinjenja 1–7 snimljeni u etanolu, pokazuju da je 
u ovom rastvaraču dominantan hidrazonski tautomerni oblik, a apsorpcioni maksimumi 
jedinjenja se pojavljuju u opsegu od 428–446 nm [108, 151]. 
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3.3. Termička analiza 

 
U cilju definisanja termičke stabilnosti sintetisanih boja 1–7 urađena je TG i DTA analiza. 

Podaci dobijeni termičkom analizom prikazani su u tabeli 3.3, DTA krive i DTG maksimumi svih 
jedinjenja prikazani su na slici 3.3. Termička degradacija boja ilustrovana je TG/DTG krivama 
jedinjenja 2 i 4 na slici 3.4. 
 
Tabela 3.3. Rezultati termičke analize ispitivanih jedinjenja 1–7 
 

Boja Interval 
temperature 

degradacije (°C) 

DTG pik 
(°C) 

Gubitak 
mase (%) 

Ukupan 
gubitak 

mase (%) 

DTA pik (°C) 

     Endo Egzo 

1 40,0-170,0 109,0 4,2 59,5 88,9 / 
 220,0-390,0 274,2 38,8  / 280,3 

2 31,0-114,0 85,7 1,6 63,3 76,2 / 
 141,0-205,0 178,4 2,2  204,0 / 
 205,0-346,0 261,5 33,4  / 261,6 
 346,0-460,0 385,0 48,2  393 / 

3 30,0-103,0 68,6 2,5 72,0 77,7 / 
 209,0-382,0 269,8 43,8  / 273,0 

4 144,0-460,0 272,5 53,5 83,8 / 272,8 

5 150,0-471,0 278,7 46,7 78,5 / 304,0 

6 28,0-112,0 66,0 1,8 80,0 70,8 / 
 200,0-470,0 275,6 59,5  / 274,1 

7 174,0-470,0 285,4 59,0 69,0 / 285,5 

 
Na osnovu TG/DTG i DTA podataka može se zaključiti da degradacija jedinjenja 1, 2, 3 i 

6 počinje u intervalu od 70-100 °C, što se pripisuje gubitku vezane vode ili zaostalog rastvarača 
[136]. Takođe ova jedinjenja se termički degradiraju u više koraka, u odnosu na jedinjenja 4, 5 
i 7 čija degradacija počinje na višim temperaturama i odvija se samo u jednom koraku. DTG 
maksimumi analiziranih jedinjenja se kreću u intervalu od 270 do 285 °C, gde jedinjenja 2 ima 
izražen pik i na temperaturi 385,0 °C, koji se može pripisati sposobnosti ovog derivata da usled 
prisustva –CH2CH2OH grupe u piridonovom prstenu gradi jake vodonične veze i zbog toga ima 
sporiju termičku degradaciju. Jedinjenje 7 ima maksimum DTG krive na najvišoj temperaturi 
(285,4°C), zbog strukture dipol-jona, koja utiče na povećanu termičku stabilnost molekula. 
Sprovedena termička analiza pokazuje da ispitivane boje stabilne, bez promene u strukturi, do 
temperature 250 °C, što ukazuje da imaju dobra termička svojstva i da se mogu koristiti za 
bojenje u visoko-temperaturnim procesima [136]. 
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Slika 3.3. DTA krive i DTG maksimumi boja 1–7 
 

                                
 
 

Slika 3.4. TG/DTG krive jedinjenja 2 i 4 
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3.4. Kvantno-hemijski proračuni 

 

3.4.1. Konformaciona analiza 

 
Struktura ispitivanih azo jedinjenja 1–7 potvrđena je konformacionom analizom. 

Izračunate energije mogućih tautomernih oblika ukazuju da je najstabilniji oblik ispitivanih azo 
boja 1–6 hidrazon tautomer, a boje 7 deprotonovani hidrazonski oblik, odnosno dipol-jon. 
Optimizovana geometrija najstabilnijih konformera boje 1, dobijena pomoću B3LYP metode, 
prikazana je na slici 3.5.  
 

 
 
Slika 3.5. Optimizovane geometrije najstabilnijih konformera boje 1 dobijene B3LYP metodom 
 

Na slici 3.5 može videti da je fenilazo piridonski deo molekula planaran, odnosno u ravni, 
dok je DHPM deo normalan na tu ravan, sprečavajući delokalizaciju elektrona između ta dva 
dela molekula. Najveća konformaciona razlika u molekulu potiče od rotacije DHPM grupe oko 
C14–C20 veze. Proračun metodom B3LYP/6-31+G(d) u gasovitoj fazi pokazuje da je energetska 
barijera za ovu rotaciju oko 2,0 kcal/mol, a kao posledica te rotacije se dobijaju konformeri sa 
približno istim energijama (slika 3.6 pod a).  
 

Isti proces se može primeniti na rotaciju oko veze C9–N1 pri čemu se dobija se znatno 
veća energija rotacije, oko 6 kcal/mol (slika 3.6 pod b), što je u skladu sa literaturnim podacima 
dobijenim za istu vezu u sličnim fenilazo piridonskim bojama [111]. 
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Slika 3.6. a) Energija rotacije oko C14-C20 veze boje 1 
 
 
 

 
 

Slika 3.6. b) Energija rotacije oko veze C9–N1 boje 1 
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3.4.2. Vibraciona analiza 

 
Struktura ispitivanih azo jedinjenja 1–7 dalje je proučavana analizom eksperimentalnih 

i izračunatih IR spektara. Kao što je prethodno pokazano u konformacionoj analizi, najstabilniji 
oblik proučavanih azo boja je hidrazonski oblik, te su vibracione frekvencije hidrazon 
tautomera izračunate B3LYP/6-311++G(d,p) metodom. Karakteristične izračunate frekvencije 
su zatim upoređene sa eksperimentalnim vrednostima. Na slici 3.7 prikazani su 
eksperimentalni i izračunati IR spektri boje 1. Izračunate i eksperimentalne vibracione 
frekvencije za jedinjenje 1 su date u tabeli 3.4, a numeracija boje 1 je prikazana na slici 3.5. 
Dobra korelacija izračunatih i eksperimentalnih podataka potvrdila je strukturu hidrazonskog 
oblika u čvrstom stanju. 
 
 

 
 

Slika 3.7. Eksperimentalni (a) i izračunati (b) IR spektri azo boje 1 
 

Dve široke trake na 3430 i 3450 cm−1 u eksperimentalnom spektru pripisane 
simetričnim i asimetričnim vibracijama istezanja dve N22−H45 i N25−H46 grupe DHPM 
prstena u skladu su sa izračunatim vrednostima 3498 i 3514 cm−1 (mod 150 i 149 u Tabeli 3.4) 
Za potvrdu hidrazonskog oblika boje 1 najvažnije su dve trake: traka na 3211cm–1 koja 
odgovara vibracijama istezanja N1−H48 grupe hidrazona i traka na 3296 cm−1 koja odgovara 
vibracijama istezanja N6−H52 grupe piridona. Ove vibracije su u korelaciji sa teorijskim 
vrednostima 3185 i 3460 cm−1 (B3LYP mod broj 147 i 148), kao i sa literaturnim podacima. 
Trake pozicionirane na 2977 i 3114 cm−1, u eksperimentalnom FT-IR spektru, pripisane su 
aromatičnim asimetričnim i simetričnim C–H vibracijama istezanja. Vibracije savijanja u ravni 
N1−H48 i N6−H52 prisutne na 1390 cm−1 odgovaraju izračunatim frekvencijama na  
1401 cm−1. Vibracije savijanja izvan ravni koje se u eksperimentalnom spektru nalaze na 646 i 
847 cm−1 odgovaraju vezama N6−H52 i N1−H48. Traka karakteristična za vibracije istezanja CN 
grupe, koja se u eksperimentalnom spektru nalazi na 2219 cm−1 u korelaciji je sa izračunatom 
vrednošću 2255 cm−1. Vibracije savijanja polarnih karbonilnih grupa C5=O17 i C7=O18 
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piridonovog prstena i C24=O28 DHPM jezgra nalaze se na 1622, 1674 i 1700 cm–1, i u korelaciji 
su sa izračunatim vibracijama 1649, 1703 i 1728 cm−1 (B3LYP mod broj 126, 128 i 129). Traka 
na 1640 cm–1 odgovara vibracijama istezanja C27=O29 etoksikarbonil-grupe i poklapa se sa 
izračunatom vrednošću na 1687 cm−1. Traka koja se pojavljuje na 699 cm−1, u FT-IR spektru, 
potiče od vibracija savijanja u ravni C5=O17 i C7=O18 grupa piridona, a odgovara joj izračunata 
vrednost od 683 cm−1. Postojanje traka u eksperimentalnom FT-IR spektru koje potiču od 
vibracija istezanja i savijanja karbonilnih grupa, kao i njihova dobra korelacija sa izračunatim 
vrednostima potvrđuju strukturu hidrazon tautomera boje 1. Dodatna potvrda hidrazonske 
strukture su vibracije istezanja N1–N2 i C3=N2 grupa koje se pojavljuju na FT-IR spektru kao 
intenzivne oštre trake na 1450 i 1506 cm−1. Te trake su u korelaciji sa trakom koja se pojavljuje 
na 1527 cm-1, u izračunatom spektru, a potiče od vibracija istezanja N1−N2 i C4=C8, kao i sa 
izračunatim vibracijama istezanja C3=N2 grupe i vibracijama savijanja u ravni N1−H48 na 1551 
cm−1 (mod broj 121 i 122). Vibracije savijanja izvan ravni četiri N–H grupe nalaze se u oblasti 
niskih frekvencija na 592–847 u eksperimentalnom i na 598–844 cm−1 u teorijskom spektru. 
Na osnovu analiziranih podataka potvrđena je struktura hidrazon tautomernog oblika boje 1.  
 
Tabela 3.4. Eksperimentalni IR talasni brojevi i frekvencije izračunate B3LYP/6-311++G(d,p) 
metodom za hidrazon tautomer azo boje 1 [harmonijske frekvencije (cm−1), IRint (K mmol−1)] 
 

Mod br. 
IR eksp. 
(cm-1) 

Neskalirani 
B3LYP 

Skalirani 
B3LYP 

IRInta Oznaka vibracije 

150 3450 3630 3514 86,75 νN25–H46 
149 3430 3614 3498 37,90 νN22–H45 
148 3296 3574 3460 87,46 νN6–H52 
147 3211 3290 3185 99,00 νN1–H48 
144 3114 3178 3076 7,45 νsymCH 
143 2977 3147 3046 12,10 νasymCH 
130 2219 2330 2255 59,50 νCN 
129 1700 1785 1728 773,79 νC24=O28 
128 1674 1759 1703 744,80 νC7=O18 
127 1640 1743 1687 363,33 νC27=O29 
126 1622 1704 1649 233,25 νC5=O17 
123 1570 1624 1572 184,80 νC=C + βN1–H48 
122 1506 1602 1551 1163,83 νC3=N2 + βN1–H48 
121 1450 1577 1527 51,96 νC4=C8 + νN1–N2 
117 1428 1496 1448 36,56 βN25–H46 
112 1401 1470 1423 119,30 βN22–H45 + βCH 
109 1390 1447 1401 449,00 βN1–H48 + βN6–H52 
68 847 872 844 66,15 γN1–H48 
55 699 706 683 19,44 βC5=O17 + βC7=O18 
54 646 689 667 71,40 γN6–H52 

50 592 618 598 83,00 
γN22–H45 + γN25–

H46 
aIRInt – IR intenzitet (K mmol−1); ν – istezanje; νsym simetrično istezanje; νasym – asimetrično istezanje;  
β – savijanje u ravni; γ – savijanje izvan ravni. 
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3.4.3. NMR analiza 

 
Struktura azo boja 1–7 proučavana je NMR spektralnom analizom. Na osnovu 

optimizovane geometrije boje 1, dobijene B3LYP/6-311++G(d,p) metodom, proračuni 
hemijskih pomeranja u NMR spektrima, u DMSO-d6, su izračunati pomoću GIAO metode, na 
istom teorijskom nivou. Izračunata i eksperimentalna 1H i 13C NMR hemijska pomeranja 
prikazana su u tabeli 3.5, a snimljeni 1H i 13C NMR spektri boje 1 u DMSO-d6 dati su u prilogu 
(slike A1 i A2). 1H i 13C izotropna hemijska pomeranja su navedena u odnosu na TMS. Uticaj 
rastvarača je simuliran pomoću solvatacionog CPMC modela. Numeracija atoma prikazana je 
na slici 3.5. 
 
Tabela 3.5. Eksperimentalna i izračunata 1H i 13C NMR hemijska pomeranja za boju 1 [hemijsko 
pomeranje (ppm)] 
 

Br. Kalk. Eksp. Br. Kalk. Eksp. 

48-H 14,74 14,58 4-C 175,46 165,72 

52-H 13,03 12,02 27-C 173,56 161,97 

46-H 10,74 9,25 7-C 168,86 161,32 

45-H 9,34 7,79 5-C 167,46 160,95 

34-H 8,23 7,64 23-C 163,42 152,45 

36-H 7,69 7,33 24-C 158,25 149,13 

35-H 7,68 7,33 14-C 153,91 144,04 

33-H 7,49 7,64 9-C 149,08 140,73 

47-H 5,38 5,17 13-C 137,05 128,17 

40-H 4,00 3,99 15-C 136,82 128,17 

41-H 3,77 3,99 3-C 130,84 124,04 

50-H 2,68 2,51 11-C 127,08 115,59 

49-H 2,63 2,51 10-C 123,81 117,95 

39-H 2,61 2,26 12-C 123,11 115,59 

37-H 2,46 2,26 21-C 104,60 101,09 

51-H 2,45 2,51 8-C 104,34 99,38 

38-H 2,27 2,26 31-C 66,56 59,73 

44-H 1,37 1,1 20-C 62,08 54,04 

43-H 1,15 1,1 26-C 24,01 18,27 

42-H 1,14 1,1 16-C 21,58 16,92 

   32-C 15,55 14,58 

 
U eksperimentalnom 1H NMR spektru, hemijska pomeranja vodonika etil-grupe nalaze 

se na 1,1 i 3,99 ppm. Signali dve metil-grupe, DHPM i piridonovog prstena, nalaze se u 1H NMR 
spektru na 2,26 i 2,51 ppm. Navedena hemijska pomeranja su u dobroj korelaciji sa izračunatim 
vrednostima u oblasti 1,14–4,0 ppm. Eksperimentalno dobijeni signali u oblasti 7,33–7,64 ppm 
koji potiču od aromatičnih vodonikovih atoma slažu se sa izračunatim pomeranjima u oblasti 
7,49–8,23 ppm. Eksperimentalno dobijeni signali vodonika H45 i H46 –N–H grupa DHPM-a, na 
7,79 i 9,25 ppm, u korelaciji su sa izračunatim vrednostima na 9,34 i 10,74 ppm. Najznačajniji 
signali koji potvrđuju hidrazonski oblik boje 1 su signali vodonika H52 i H48, na 12,02 i 14,58 
ppm, koji pripadaju N–H grupama piridona i hidrazona. Izračunate vrednosti ovih signala na 
13,03 i 14,74 ppm, su u dobroj korelaciji sa eksperimentalnim vrednostima. Signali u 
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eksperimentalnom 13C NMR spektru boje 1, C atoma C5 i C7, karbonilnih grupa u piridonovom 
prstenu, na 160,95 i 161,32 ppm, slažu se sa signalima u izračunatom spektru na 167,46 i 
168,86 ppm. Signal na 124,04 ppm dobijen u eksperimentalnom spektru, pripisan ugljeniku 
C3=N2 veze poklapa se sa izračunatom vrednošću od 130,84 ppm. Opisani rezultati pokazuju 
da su eksperimentalno dobijeni signali u dobroj korelaciji sa izračunatim hemijskim 
pomeranjima i potvrđuju strukturu hidrazon tautomernog oblika boje 1. 
 

3.5. Fotofizička svojstva 

 
Fotofizička svojstva (apsorpcija i emisija zračenja) boja u određenom rastvaraču zavise 

kako od karakteristika rastvarača tako i od strukture molekula, odnosno interakcija koje se 
uspostavljaju između njih. UV-Vis i fluorescentna spektralna analiza molekula se koriste za 
ispitivanje strukture, odnosno tautomerije molekula boja u rastvorima, kao i za definisanje 
interakcija koje se uspostavljaju između boje i rastvarača. Uspostavljene interakcije utiču na 
intenzitet i oblik apsorpcionih i emisionih spektara, kao i na položaj apsorpcionih maksimuma. 
Promene u položaju, obliku i intenzitetu optičkih spektara daju informacije o nespecifičnim i 
specifičnim interakcijama između molekula rastvarača  i boje [109,110]. U nastavku su detaljno 
analizirana fotofizička svojstva sintetisanih jedinjenja. 
 

3.5.1. UV-Vis spektralna analiza u etanolu 

 
UV-Vis apsorbcioni spektri boja 1–7 snimljeni su u etanolu i prikazani na slici 3.8. 

Dominantna apsorpciona traka koja se pojavljuje u opsegu od 350 do 550 nm, kod svih 
analiziranih jedinjenja, odgovara π–π* prelazu hidrazon tautomernog oblika [108-111]. 
 
 

 
 

Slika 3.8. UV-Vis apsorpcioni maksimumi u etanolu 
 

Posmatrajući apsorpcione maksimume jedinjenja 1–7 može se primetiti da različiti 
supstituenti u položaju 1 piridonovog prstena boja 1–4, nemaju značajan uticaj na položaj 
apsorpcionih maksimuma koji se nalaze u opsegu od 439-441 nm. Kod jedinjenja 5 (λmax = 446 
nm), supstituisanog u položaju 4 fenil-grupom, pojavljuje se blagi batohromni pomeraj 
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apsorpcionog maksimuma, u odnosu na jedinjenje 1. Jedinjenje 6 (λmax = 428,5 nm) 
supstituisano amido-grupom u položaju 3, i jedinjenje 7 (λmax = 428 nm) supstituisano 
piridinijum-grupom u položaju 3, pokazuju hipsohromni pomeraj apsorpcionih maksimuma u 
etanolu u odnosu na referentno jedinjenje 1. U slučaju jedinjenja 6 to se može pripisati slabijim 
elektron-akceptorskim svojstvima amido-grupe u odnosu na cijano-grupu, a u slučaju 
jedinjenja 7 može se pretpostaviti da narušavanje planarnosti molekula, dovodi do 
hipsohromnog pomeranja apsorpcionog maksimuma. Zapaženo ponašanje molekula boja u 
etanolu je u skladu sa podacima objavljenim za arilazo piridonske boje [108-111,151].  
 

Teorijski UV-Vis apsorpcioni spektri izračunati su u etanolu za jedinjenja 1 i 3 na 
CPCM/M06-2X/6-311++G(d,p) nivou i skalirani faktorom 1,15. Na slikama 3.9 i 3.10 prikazani 
su eksperimentalni i teorijski UV-Vis spektri hidrazon tautomernog oblika jedinjenja 1 i 3, sa 
odgovarajućim elektronskim prelazima, koji ilustruju ponašanje ispitivane serije boja u 
etanolu. 
 
 
 
 

 
 

Slika 3.9. Eksperimentalni i teorijski UV spektar za hidrazonski oblik jedinjenja 1 u etanolu 
izračunat na CPCM/M06-2X/6-311++G(d,p) nivou skaliran faktorom 1,15 
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Slika 3.10. Eksperimentalni i teorijski UV spektar za hidrazonski oblik jedinjenja 3 u etanolu 
izračunat na CPCM/M06-2X/6-311++G(d,p) nivou skaliran faktorom 1,15 

 
 

Na slikama 3.9 i 3.10 se uočava dobro slaganje eksperimentalnih i izračunatih teorijskih 

spektara. Zajednička karakteristika analiziranih spektara je da imaju dva pika, u opsegu od 

250–550 nm. Pik na višoj talasnoj dužini, na oko 440 nm odgovara prelazu iz HOMO u LUMO 

orbitalu. Pik koji se javlja na nižoj talasnoj dužini (oko 270 nm) predstavlja kombinaciju prelaza 

HOMO-1→LUMO+1 i HOMO-8→LUMO za jedinjenje 1, i HOMO-5→LUMO za jedinjenje 3. 

 

Na slici 3.11 date su grafičke prezenetacije HOMO i LUMO orbitala i izračunate vrednosti 

energija EHOMO, ELUMO i ΔE (razlika energija HOMO i LUMO), u vakuumu, za hidrazonski oblik 

jedinjenja 1–7, kao i za molekul 7a, koji predstavlja deprotonovani hidrazonski oblik (dipol-

jon). Takođe, vrednosti energija molekulskih orbitala izračunate su u etanolu i prikazane u 

tabeli 3.6. Poređenjem vrednosti energija dobijenih u vakuumu i etanolu može se zaključiti da 

kod molekula 1–6 gotovo nema razlike u energijama, dok se kod jedinjenja 7  i 7a uočava 

povećanje vrednosti ΔE u etanolu, u odnosu na vakuum. Najveća vrednost razlike energija 

HOMO i LUMO uočava se kod molekula 6 i 7 što je u skladu sa ekperimentalnim podacima, gde 

su njihovi apsorpcioni maksimumi hipsohromno pomereni u odnosu na ostale derivate.  
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Tabela 3.6. Vrednosti energija graničnih molekulskih orbitala 
 izračunatih u etanolu 

 
  Etanol 

Molekul boje  EHOMO ELUMO ΔE 

1 -6,42 -3,28 3,14 
2 -6,39 -3,23 3,16 
3 -6,36 -3,20 3,17 
4 -6,39 -3,23 3,16 
5 -6,44 -3,32 3,13 
6 -6,32 -3,13 3,19 
7 -6,52 -3,34 3,18 
7a -5,57 -2,78 2,79 

 
 
 

 
 
 

Slika 3.11. Molekulske orbitale i HOMO-LUMO razlike energija za hidrazonski oblik 1–7 i 7a u 
vakuumu 
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Na slici 3.11 se vidi da su HOMO i LUMO orbitale molekula 1–6 i 7a distribuirane preko 
planarnog dela molekula, i da DHPM prsen nema značajni udeo u transferu naelektrisanja. 
HOMO orbitala je uglavnom locirana na fenilnom jezgru, dok je LUMO orbitala distribuirana 
preko piridonovog jezgra. Usled toga jasno je da se transfer naelektrisanja dešava sa fenilnog 
jezgra ka piridonovom prstenu. Hidrazonski fragment je deo i HOMO i LUMO molekulskih 
orbitala te aktivno učestvuje u prenosu naelektrisanja. Izgled HOMO i LUMO orbitala potvrđuje 
da supstituent u položaju 1, piridonovog prstena, ne utiče na transfer nelektrisanja. Kod 
strukture 7 se uočava da je HOMO orbitala raspoređena preko DHPM prstena, dok je LUMO 
orbitala distribuirana na piridonov prsten. Kako je ekperimentalno pokazano da se jedinjenje 
7 nalazi kao dipol-jon i u rastvorima i u čvrstom stanju, može se zaključiti da se kod svih 
ispitivanih jedinjenja značajna pomeranja elektronske gustine dešavaju između orbitala koje se 
prostiru u istoj ravni, odnosno između fenilnog prstena, hidrazon fragmenta i piridonovog 
prstena. 
 

3.5.2. Uticaj promene pH rastvora na UV-Vis apsorpcione spektre 

 
Prethodna istraživanja arilazo piridonskih boja su pokazala da se promenom pH 

vrednosti rastvora boja uspostavlja kiselo-bazna ravnoteža u rastvoru, između molekula boje i 
odgovarajućeg anjona (slika 3.12). Hidrazon tautomerni oblik je dominantan na nižim pH 
vrednostima, dok je anjonski oblik favorizovan u alkalnoj sredini [108,109,110]. 
 

 
 

Slika 3.12. Kiselo-bazna ravnoteža prikazana na primeru boje 1 
 

Rastvori boja 1–7, u etanolu, tretirani su sirćetnom kiselinom i natrijum-hidroksidom, u 
cilju ispitivanja kiselo-bazne ravnoteže. Na slici 3.13 prikazani su optimizovani UV-Vis 
apsorpcioni spektri jedinjenja 1 i 3 koji ilustruju ponašanje boja u rastvorima različite pH 
vrednosti. 
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Slika 3.13. Optimizovani UV-Vis apsorpcioni spektri jedinjenja 1 i 3 u etanolu, uz dodatak 
sirćetne kiseline i natrijum-hidroksida 

 
Na slici 3.13 se jasno vidi da dodatak kiseline u rastvor ne utiče na položaj apsorpcionih 

maksimuma 1 i 3, što potvrđuje da se boje u etanolu, kao i u etanolu sa dodatkom kiseline nalaze 
u hidrazonskom obliku. Sa druge strane dodatak NaOH utiče na hipsohromno pomeranje 
apsorpcionih maksimuma što ukazuje da se anjonski oblik jedinjenja pojavljuje na nižim 
talasnim dužinama [103,109,111,151]. 
 

Teorijski UV-Vis apsorpcioni spektri su izračunati na CPCM/M06-2X/6-311++G(d,p) 
nivou i skalirani faktorom 1,15, za najstabilnije anjone jedinjenja 1 i 3. Na slikama 3.14 i 3.15 
prikazani su eksperimentalni i teorijski UV-Vis spektri anjonskih oblika 1 i 3, sa odgovarajućim 
elektronskim prelazima, koji ilustruju ponašanje ispitivanih boja u alkalnom rastvoru etanola. 
 

Sa slika 3.14 i 3.15 se uočava dobro slaganje eksperimentalnih i izračunatih spektara, s 
tim što izračunati spektri daju malo više vrednosti u poređenju sa eksperimentalnim. Na 
spektrima se uočavaju dva pika koja potiču od anjonskih oblika, jedan nižeg intenziteta i drugi 
koji je dominantan. Pik na nižoj talasnoj dužini, u opsegu od 250 do 350 nm, predstavlja 
kombinaciju prelaza HOMO→ LUMO+6 i HOMO-2→ LUMO+1 za jedinjenje 1, i HOMO→ LUMO+8 
i HOMO-2→ LUMO+1 za jedinjenje 3. Apsorpcioni maksimumi anjonskog oblika, koji se 
pojavljuju u opsegu od 350 do 550 nm, predstavljaju prelaz iz HOMO u LUMO orbitalu 
ispitivanih jedinjenja. Izračunati apsorpcioni maksimum anjonskog oblika pojavljuje se na nižoj 
talasnoj dužini, u odnosu na izračunati apsorpcioni maksimum hidrazonskog oblika što je u 
skladu sa ekperimentalnim podacima. Ovo potvrđuje da povećanje pH rastvora dovodi do 
hipsohromnih pomeraja u apsorpcionim spektrima. 
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Slika 3.14. Eksperimentalni i teorijski UV spektar za najstabilniji anjon jedinjenja 1 u etanolu 

izračunat na CPCM/M06-2X/6-311++G(d,p) nivou skaliran faktorom 1,15 
 
 
 
 

 
 
Slika 3.15. Eksperimentalni i teorijski UV spektar za najstabilniji anjon jedinjenja 3 u etanolu 

izračunat na CPCM/M06-2X/6-311++G(d,p) nivou skaliran faktorom 1,15 
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3.5.3. Uticaj rastvarača na UV-Vis apsorpcione spektre 

 
UV-Vis apsorpcioni spektri sintetisanih jedinjenja 1–7 su analizirani u 27 rastvarača 

različitih svojstava. U tabeli 3.7 prikazani su odgovarajući apsorpcioni maksimumi i na slici 3.16 
ilustrovani su spektri jedinjenja 3 u deset reprezentativnih rastvarača. U izrazito nepolarnim 
rastvaračima (kao što su heksan, pentan, toluen itd) UV-Vis spektri nisu mogli da budu 
snimljeni zbog veoma slabe rastvorljivosti jedinjenja. U nepolarnim i umereno polarnim 
rastvaračima kao što su dietil-etar, hloroform, dihlormetan i metil-acetat dolazi do blagog 
hipsohromnog pomeraja spektara svih jedinjenja, u odnosu na polarne rastvarače kao što su 
alkoholi i DMSO. U jako polarnim rastvaračima, benzil-alkoholu i formamidu dolazi do 
najznačajnijeg batohromnog pomeranja apsorpcionih maksimuma ispitivanih jedinjenja. 
Spektri snimljeni u DMF-u ispoljili su najznačajnija hipsohromna pomeranja apsorpcionih 
maksimuma, svih jedinjenja, u odnosu na etanol. Apsorpcioni maksimumi u DMF-u kreću se od 
416-426 nm, što je oko 20 nm niže u odnosu na maksimume dobijene u etanolu. Ovo ponašanje 
jedinjenja može se objasniti baznim svojstvima DMF-a, čime se favorizuje anjonski oblik 
jedinjenja u rastvoru, koji apsorbuje na nižim talasnim dužinama, u odnosu na hidrazonski 
oblik, što je prethodno pokazano analizom kiselo-bazne ravnoteže u etanolu. Slično ponašanje 
u slučaju jedinjenja 5 i 7 primećeno je i u drugim rastvaračima sa baznim svojstvima kao što su 
DMA, formamid, 1-metil-2-pirolidinon i piridin. U cilju određivanja apsorpcionih maksimuma 
hidrazonskog oblika jedinjenja 1–7 u pomenutim rastvorima, spektri su snimljeni uz dodatak 
sirćetne kiseline u rastvore, i dobijeni su apsorpcioni maksimumi za hidrazonski oblik 
jedinjenja (Tabela 3.7). 
 

Kao što je prethodno diskutovano u odeljku o UV-Vis analizi u etanolu, tako se i ovde 
može uočiti isti trend ponašanja jedinjenja u različitim rastvaračima. Naime, kod jedinjenja 1–
4 zapažaju se aprorpcioni maksimumi na sličnim talasnim dužinama, što znači da različiti 
supstituenti u položaju 1 ne utiču na položaj apsorpcionih maksimuma. Kod jedinjenja 5, fenil- 
grupa piridona doprinosi batohromnim pomeranjima, a kod jedinjenja 6 i 7, amido-grupa (6) i 
piridinijum-grupa (7) doprinose hipsohromnim pomeranjima apsorpcionih maksimuma u 
svim rastvaračima, u odnosu na boju 1.  
 

 
Slika 3.16. Apsorpcioni maksimumi boje 3 u različitim rastvaračima
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Tabela 3.7. Apsorpcioni maksimumi i odgovarajući ekstinkcioni koeficijenti jedinjenja 1–7 u različitim rastvaračima 

Rastvarač  1 2 3 4 5 6 7 

Aceton λmaxa 435,0 436,5 437,5 438,0 441,5 424,0 423,5 

 εb 33240 38127 28900 30620 28300 23960 3933 

Acetonitril λmaxa 436,5 437,0 436,0 439,0 442,0 423,5 426,5 

 εb 25850 31782 31460 34854 20371 30380 9120 

Benzil-alkohol λmaxa 449,5 450,0 449,5 451,5 455,5 438,5 443,5 

 εb 32217 23980 29100 29178 23950 30363 30054 

1-Butanol λmaxa 438,0 440,5 442,5 442,0 446,5 429,5 428,5 

 εb 15733 28800 27822 24686 21000 21033 2633 

Cikloheksanon λmaxa 439,5 439,5 440,5 439,5 446,2 429,0 434,0 

 εb 8600 20270 20480 10120 20300 22440 8933 

Dihlormetan λmaxa 442,0 442,0 441,0 441,5 445,0 434,5 441,5 

 εb 5000 24400 23000 20600 20500 19250 1667 

Dioksan λmaxa 438,4 438,6 438,8 439,0 442,8 430,8 0,0 

 εb 14550 13800 19750 12600 9075 5175 0 

DMSO λmaxa 442,0 443,0 443,0 444,0 447,0 427,0 431,0 

 εb 28600 31280 29760 33360 23300 33220 20143 

Etanol λmaxa 439,0 440,0 440,0 441,0 446,0 428,5 428,0 

 εb 34560 24020 27340 30100 28950 29150 29725 

Etil-acetat λmaxa 437,0 436,5 435,5 438,0 441,0 426,5 439,5 

 εb 8825 27929 28029 26450 22033 27520 4000 

Etilen-glikol λmaxa 444,0 444,2 444,4 444,8 449,6 433,2 436,8 

 εb 3998 24325 9400 4220 13200 12650 3220 

Metanol λmaxa 438,0 439,0 438,0 439,0 443,5 434,4 430,0 

 εb 25387 27200 25729 26175 25750 29328 25683 

Dietil-etar λmaxa 434,6 438,2 436,8 439,4 438,8 426,4 0,0 

 εb 1925 7125 15450 1400 1325 10375 0 

THF λmaxa 438,2 439,0 442,2 440,6 443,0 429,2 429,2 

 εb 25625 31875 23400 23157 23075 25600 2425 
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Sirćetna 
kiselina 

λmaxa 442,8 437,8 438,6 439,6 447,0 434,6 436,2 

 εb 17567 20900 20120 23100 21000 24067 28450 

2-Pentanon λmaxa 433,0 438,0 438,5 439,0 442,5 424,5 432,5 

 εb 6067 25312 27328 22800 19466 17100 2750 

Metil-acetat λmaxa 431,2 437,2 437,0 437,2 438,2 424,4 423,8 

 εb 6467 32450 28900 29050 25150 19120 3050 

Hloroform λmaxa 442,0 442,0 440,6 441,6 447,2 436,2 0,0 

 εb 5000 12675 23555 22175 19250 7300 0 

2-Butanon λmaxa 438,0 437,0 439,5 439,0 442,5 426,0 431,5 

 εb 28080 31271 27886 25800 20750 26600 5175 

terc-Butanol λmaxa 444,0 441,0 442,0 441,5 447,0 428,5 425,0 

 εb 3700 26950 29755 14050 22200 22375 5400 

Izobutanol λmaxa 438,2 441,0 440,0 442,4 445,4 428,0 434,6 

 εb 1550 26800 21681 16833 23840 14760 10900 

1-Propanol λmaxa 439,5 441,0 442,0 441 446 427,5 433,5 

  εb 7500 36150 41225 29700 47000 31375 21600 

1-Metil-2-
pirolidinon 

λmaxa 442,0 443,0 442,8 442,4 447,0 427,8 418,2/ 432,2* 

  εb 26175 29540 23600 26000 18560 18320 17650/18830* 

DMF λmaxa 424,4/443,2* 425,8/442,2* 420,8/441,6* 417,8/442,4* 421,8/445,4* 425,8/425,8* 416,6/433,6* 

  εb 25200/31025* 26350/32725* 22700/29650* 19525/23650* 26225/30125* 30750/30750* 24200/28700* 

DMA λmaxa 440,5 439 441 441,5 446 423,5 416/430,5* 

  εb 25875 21275 37575 26600 21600 29625 25475/28950* 

Formamid λmaxa 444,4 445,4 445,6 443,2 413,6/450,6* 434,6 439 

 εb 22725 35075 24500 21825 25800/36800* 20500 20800 

Piridin λmaxa 445,4 445,6 446,6 447,6 448,2 431,6 418,4/438,8* 

  εb 31800 35600 30720 30875 31290 30644 25400/28100* 

aIzraženo u nm; bizraženo u dm3 · mol-1 · cm-1; *apsorpcioni maksimum dobijen dodatakom sirćetne kiseline u odgovarajući rastvarač.
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Uticaj specifičnih i nespecifičnih interakcija rastvarača sa molekulima boja na položaje 
apsorpcionih maksimuma analiziran je linearnim korelacijama solvatohromnih energija, 
pomoću Katalanovog modela [141-143]. Ovaj model predstavlja jedan od prvih koncepata koji 
razmatra odvojeno nespecifične i specifične interakcije rastvarača kroz po dve nezavisne 
empirijske skale polarnosti. Primenjeno na UV-Vis apsorpcione frekvencije Catalán-ova 
jednačina sledi: 
 
 νmax= ν0 + cSP + dSdP +  bSB+ aSA         (1) 
 
gde je SP polarizabilnost, SdP polarnost rastvarača, SA kiselost i SB baznost rastvarača. Nezavisi 
koeficijenti c, d, b i a označavaju individualne doprinose odgovarajućeg parametra rastvarača u 
celokupnom solvatohromizmu. Koeficijent ν0 označava apsorpcionu frekvenciju u referentom 
rastvaraču. Katalanoviovi parametri rastvarača korišćeni za korelacije preuzeti su iz 
literaturnih izvora [141-143]. 
 

Rezultati regresione analize jedinjenja 1–7 u 27 rastvarača sumirani su u tabeli 3.8 dok 
su procentualni udeli solvatohromnih parametara prikazani u tabeli 3.9. Korelacioni 
koeficijenti dobijeni regresionom analizom su oko 95% što ukazuje na validnost primenjenog 
modela. 
 
Tabela 3.8. Rezultati LSER analize dobijeni Katalanovom jednačinom 
 

Boja ν0·10–3 

(cm–1) 
c·10–3 

(cm–1) 
d·10–3 

(cm–1) 
b·10–3 

(cm–1) 
a·10–3 

(cm–1) 
Ra sdb Fc nd 

1 24,256 -2,038 /e / e -0,283 0,949 0,062 82 21 

 (±0,125) (±0,172) / e / e (±0,058)     

2 23,918 -1,915 0,300 / e -0,482 0,956 0,054 64 22 

 (±0,109) (±0,157) (±0,081) / e (±0,060)     

3 24,449 -2,189 / e -0,292 -0,204 0,954 0,058 61 22 

 (±0,141) (±0,176) / e (±0,075) (±0,050)     

4 24,458 -2,453 0,198 -0,322 -0,294 0,957 0,058 43 21 

 (±0,153) (±0,202) (±0,095) (±0,072) (±0,057)     

5 23,974 -1,960 / e / e -0,517 0,948 0,066 84 22 

 (±0,136) (±0,187) / e / e (±0,068)     

6 24,248 -1,974 0,535 0,329 -0,580 0,959 0,067 55 24 

 (±0,154) (±0,196) (±0,082) (±0,089) (±0,058)     

7 24,602 -3,064 0,701 0,592 -0,544 0,951 0,108 35 20 

 (±0,265) (±0,322) (±0,153) (±0,145) (±0,099)     
aKorelacioni koeficijent; bStandardna devijacija; cFišerov test; dBroj rastvarača uključenih u korelaciju. 
eZanemarljiva vrednost sa visokom standardnom devijacijom. 

 
Tabela 3.9. Procentualni udeli solvatohromnih parametara dobijeni Katalanovom jednačinom 
 

Boja SP (%) SdP (%) SB (%) SA (%) 

1 87,8 0 0 12,2 
2 71,0 11,1 0 17,9 
3 81,5 0 10,9 7,6 
4 75,1 6,0 9,9 9,0 
5 79,1 0 0 20,9 
6 57,8 15,6 9,6 17,0 

7 62,5 14,3 12,1 11,1 
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Na osnovu tabele 3.8 zaključuje se da najdominantniji efekat na sovatohromizam 
jedinjenja ima polarizabilnost rastvarača što se ogleda kroz visoku negativnu vrednost 
koeficijenta c. Naime, negativna vrednost ovog koeficijenta ukazuje da povećanje 
polarizabilnosti rastvarača utiče na batohromno pomeranje apsorpcionih maksimuma. Najviša 
apsolutna vrednost koeficijenta c prisutna je kod jedinjenja 7 zbog njegove jonske strukture. 
Nezavisni koeficijent d je zanemarljiv kod molekula 1, 3 i 5 dok kod ostalih ima pozitivnu 
vrednost što ukazuje na hipsohromno pomeranje povećanjem polarnosti rastvarača. 
Koeficijent a kod svih jedinjenja ima negativnu vrednost što označava da povećanjem kiselosti 
rastvarača dolazi do batohromnih pomeranja apsorpcionih spektara. Uticaj baznosti rastvarača 
na položaj apsorpcionih maksimuma je zanemarljiv kod jedinjenja 1, 2 i 5, dok kod jedinjenja 3 
i 4 povećanjem baznosti rastvarača dolazi do batohromnog pomeranja spektara (b<0). Sa druge 
strane kod jedinjenja 6 i 7 povećanjem baznosti dolazi do hipsohromnog pomeraja 
apsorpcionih maksimuma (b>0).  
 

Iz tabele 3.9 se vidi da najveći uticaj na pomeranje apsorpcionih maksimuma svih 
jedinjenja ima polarizabilnost rastvarača. U slučaju jedinjenja 1–5 kiselost rastvarača ima 
umeren uticaj, dok baznost i polarnost rastvarača imaju znatno manji uticaj. Kod jedinjenja 6 i 
7 polarnost rastvarača značajnije utiče na pomeranje apsorpcionih maksimuma u odnosu na taj 
uticaj kod jedinjenja 1–5, dok baznost i kiselost imaju sličan uticaj. 
 

Sumirano, jedinjenja 1–5, supstituisana u položaju 3 piridonovog prstena –CN grupom 
se slično ponašaju u rastvaračima, dok se jedinjenja 6 (3-amido) i 7 (3-piridinijum) međusobno 
slično ponašaju u različitim rastvaračima, odnosno različito od jedinjenja 1–5, što je u skladu 
sa eksperimentalnim podacima. Takođe, ovo je još jedna potvrda da supstituent u položaju 3 
ima najveći uticaj na ponašanje jedinjenja u rastvorima. 
 

Odlična linearna zavisnost izračunatih talasnih brojeva od eksperimentalnih vrednosti 
je data sledećom jednačinom:  

 
νizr = 0,968 νeksp + 0,736 (R = 0,968, n = 152)       (2) 
 

3.5.4. Fluorescentna spektralna analiza 

 
Iako literaturni podaci ukazuju da azo boje nemaju izraženu sposobnost emisije 

svetlosti, novija istraživanja pokazuju da heterociklučne azo boje sa 2-piridonovim prstenom u 
strukturi ispoljavaju fluorescentna svojstva [108,110]. Otkrivanje novih fluorescentnih azo 
boja je značajno zbog njihove potencijalne primene u biološkim istraživanjima (fluorescentne 
probe, bioimidžing, DNK analiza fluorescentnim kvenčingom). 
 

U cilju ispitivanja fluorescencije boja 1–6, pripremljeni su rastvori jedinjenja u pet 
rastvarača i snimljeni su njihovi emisioni spektri. Emisioni spektri su snimljeni tako što je prvo 
određen apsorpcioni maksimum jedinjenja u UV-Vis apsorpcionim spektrima, kako bi se 
odredila talasna dužina ekscitacije. Zatim su snimljeni emisioni spektri rastvarača, a potom i 
pripremljenih rastvora 1–6, na talasnoj dužini ekscitacije. Jedinjenje 7 zbog svoje generalno 
slabe rastvorljivosti nije ispitivano u ovoj analizi. U tabeli 3.10 prikazane su vrednosti 
apsorpcionih maksimuma, emisionih maksimuma kao i izračunate vrednosti Stoksovih 
pomeraja, koje predstavljaju razliku maksimuma talasne dužine emisije i apsorpcije. Na slici 
3.17 ilustrovani su apsorpcioni i emisioni spektri jedinjenja 1–6 u etanolu. Emisioni spektri svih 
jedinjenja kao i emisioni spektri odgovarajućih rastvarača, dati su u prilogu (slika A3-A6). 
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Tabela 3.10. Fotofizička svojstva hidrazonskog oblika jedinjenja 1–6 u odabranim rastvaračima  
 

Rastvarač  1 2 3 4 5 6 
Acetonitril λabs 436 437 436 439 442 423 
 λem 526 527 527 527 528 519 
 Δλ 90 90 91 88 86 96 
DMF λabs 443 442 442 442 445 426 
 λem 523 523 523 518 523 516 
 Δλ 80 81 81 76 78 90 
DMSO λabs 442 443 443 444 447 427 
 λem 530 530 530 527 531 522 
 Δλ 88 87 87 83 84 95 
Etanol λabs 439 440 440 441 446 428 
 λem 526 528 527 525 529 522 
 Δλ 87 88 87 84 83 94 
Hloroform λabs 442 442 441 442 447 436 
 λem 534 524 524 522 533 518 
 Δλ 92 82 83 80 86 82 

   λabs –apsorpcioni maksimum; λem – emisioni maksimum; Δλ – Stoksov pomeraj. 

 
 

 
 

Slika 3.17. Apsorpcioni i emisioni spektri 1–6 u etanolu 
 

Na osnovu podataka prikazanih u tabeli 3.10 i optičkih spektara prikazanih na slici 3.17 
uočava se da ispitivana jedinjenja imaju fluorescentna svojstva, a odgovarajući Stoksovi 
pomeraji se nalaze u opsegu od 76 do 96 nm. Takođe, kao što je prethodno diskutovano u UV-
Vis spektralnoj analizi,  supstituenti u položaju 1 piridonovog jezgra nemaju uticaja na položaj 
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emisionih maksimuma, dok amido-grupa u položaju 3 dovodi do hipsohromnog pomeranja 
kako apsorpcionih tako i emisionih spektara. Što se tiče uticaja rastvarača na emisione spektre 
boja, zapažen je sličan trend kao kod apsorpcionih spektara. Najveći uticaj rastvarača na 
emisione spektre zapažen je u DMF-u. Na slici 3.18 prikazani su apsorpcioni i emisioni spektri 
jedinjenja u DMF-u, i jasno se vidi da emisioni spektri imaju drugačiji oblik od spektara 
snimljenih u etanolu. Naime, kod svih snimljenih jedinjenja se uočava blago rame na spektrima 
u opsegu od 450 do 500 nm koje se može pripisati emisiji anjonskog oblika jedinjenja 1–6, koji 
je favorizovan u DMF-u, u odnosu na druge rastvarače u kojima je dominantno zastupljen 
hidrazonski oblik. U cilju određivanja položaja apsorpcionih i emisionih maksimuma 
hidrazonskog i anjonskog oblika u DMF-u, u rastvore jedinjenja su dodavani sirćetna kiselina i 
NaOH. Na slici 3.19 prikazani su optički spektri jedinjenja 1, 3, 5 i 6 koji prikazuju ponašanje 
boja u datim uslovima. 
 
 

 
 

Slika 3.18. Apsorpcioni i emisioni spektri jedinjenja 1–6 u DMF-u 



Julijana D. Tadić                                                                                                              Doktorska disertacija  

74 
 

 

 
 

Slika 3.19. Apsorpcioni i emisioni spektri jedinjenja 1, 3, 5 i 6 u DMF-u, DMF-u sa dodatkom 
sirćetne kiseline, DMF-u sa dodatkom NaOH 

 
 

Prvo što se može zapaziti na slici 3.19 jeste da se jedinjenja 1, 3 i 5 ponašaju slično dok 
se jedinjenje 6 ponaša drugačije od njih, u datim uslovima analize. Posmatrajući apsorpcione 
spektre boja 1, 3 i 5 uočava se veća razlika u položaju maksimuma anjonskog (DMF+NaOH) i 
hidrazonskog oblika (DMF+AcOH) od oko 30 nm, dok je kod jedinjenja 6 ova razlika manja (oko 
10 nm) i može ukazivati na manji udeo anjonskog oblika jedinjenja 6 u DMF-u. 
 

Što se tiče emisionih spektara, uočava se da dodatak kiseline u rastvor jedinjenja 1, 3 i 5 
favorizuje hidrazonski oblik čiji se maksimum emisije nalazi u oblasti od 518–523 nm. Sa druge 
strane, dodatak NaOH dovodi do povećanja intenziteta ramena u emisionim spektrima, u 
opsegu od 450–500 nm, favorizujući anjonski oblik boja 1, 3 i 5. U slučaju boje 6, dodatak 
sirćetne kiseline ne utiče na položaj emisionog maksimuma, što se poklapa sa snimljenim 
apsorpcionim spektrima, i ukazuje da je kod jedinjenja 6 u DMF-u dominantan hidrazonski 
oblik, sa maksimumom intenziteta emisije na 516 nm. Dodatak NaOH nema znčajan uticaj na 
emisioni spektar boje 6, a prisustvo anjonskog oblika se identifikuje blagim ramenom na datom 
spektru. Sumirano, dodatak NaOH u rastvore DMF-a favorizuje anjonski oblik, čiji i apsorpcioni 
i emisioni spektri ispoljavaju hipsohromni pomeraj u slučaju svih ispitanih jedinjenja. 
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Rezultati dobijeni analizom fotofizičkih svojstava ispitivanih jedinjenja ukazuju da je u 
rastvaračima dominantan hidrazonski oblik jedinjenja, dok se anjonski oblik pojavljuje u jako 
polarnim baznim rastvaračima. Najznačajniji uticaj rastvarača na ispitivana jedinjenja ima 
polarizabilnost, a najveći uticaj na položaj apsorpcionih maksimuma ima supstituent u položaju 
3 piridonovog jezgra. Ispitivane boje 1–6 pokazuju fluorescentna svojstva što proširuje znanja 
o fluorescentnim azo bojama. 
 

3.5.5. Analiza MEP mapa 

 
Reaktivnost molekula 1–7 ispitana je pomoću MEP (molekularni elektrostatički 

potencijal) mapa dobijenih na osnovu B3LYP/6-311++G(d,p) optimizovanih geometrija, koje 
vizualizuju raspodelu elektronske gustine u molekulu. Na slici 3.20 prikazana je MEP mapa 
molekula 1.  
 
 

 
 

 
Slika 3.20. MEP mapa molekula 1 na B3LYP/6-311++G(d,p) optimizovanoj geometriji 

 
Regije obojene crvenom ili narandžastom bojom predstavljaju mesta u molekulu najveće 

elektronske gustine, žuta boja označava slabo negativna mesta, zelena neutralna, svetlo plava 
slabo pozitivna, a tamno plava jako pozitivna mesta, odnosno mesta najmanje elektronske 
gustine [152]. Sa slike 3.20 se zaključuje da je najveća elektronska gustina u molekulu 1 
skoncentrisana oko atoma kiseonika karbonilnih grupa piridona i cijano grupe, te su to moguća 
mesta za elektrofilni napad. Tamno plave regije u molekulu 1 nalaze se oko vodonikovih atoma 
–NH grupa DHPM prstena, tako da su to moguća mesta za nukleofilni napad. Slike MEP mapa 
molekula 2–7 i 7a date su u prilogu (slika A7). 
 

3.5.6. Analiza kvantno-hemijskih deskriptora 

 
U procesu dizajniranja novih lekova, kvantno-hemijski proračuni mogu mnogo pomoći 

u proceni (re)aktivnosti molekula [153]. U ovakvim studijama izračunavaju se kvantno-
hemijski molekulski deskriptori, koji se mogu korelisati sa potencijalnom biološkom aktivnošću 
posmatranog jedinjenja. Za ispitivane azo boje 1–7 izračunati su sledeći deskriptori: energija 
najviše popunjene molekulske orbitale (EHOMO), energija najniže nepopunjene molekulske 
orbitale (ELUMO), HOMO-LUMO razlika energija (EGAP), energija jonizacije (I), afinitet elektrona 
(A), otpornost na transfer elektrona (η), polarizabilnost (σ, σo, S), elektronegativnost (χ), 
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hemijski potencijal (CP), indeks elektrofilnosti (ω), indeks nukleofilnosti (N) i naelektrisanje 
(ΔNmax). Izračunate vrednosti su dobijene u vodi (Prilog, tabela A1) i diskutovana je reaktivnost 
molekula u odnosu na svaki deskriptor. 
 

Kvantno-hemijski deskriptori imaju različit uticaj na reaktivnost molekula [140,153].  
Detaljnije, ako je EHOMO vrednost visoka, molekul može lako da otpušta elektrone i tako 
uspostavlja interakciju sa ciljanim aktivnim mestom. Usled toga biološka aktivnost molekula 
raste sa porastom EHOMO. Sa druge strane ukoliko je energija ELUMO niska, molekul može lako da 
prima elektrone, te zbog toga biološka aktivnost raste sa opadanjem vrednosti ELUMO. Velika 
vrednost HOMO-LUMO razlike energija ukazuje na nisku reaktivnost molekula [153,154]. 
Naime, molekuli sa nižim vrednostima EGAP su reaktivniji jer se lakše polarizuju od molekula sa 
visokim EGAP vrednostima [155]. Manja HOMO-LUMO razlika energija ne samo da je povezana 
sa većom aktivnošću molekula već može biti i u korelaciji sa boljim inhibitornim svojstvima 
[156]. Otpornost na transfer elektrona (engl. chemical hardness), η, se definiše kao otpor atoma 
prema prenosu naelektrisanja, odnosno deformacijama molekula [157]. Polarizabilnost (engl. 
absolute softness (σ), optical softness (σo) i global softness (S)) se opisuje kao kapacitet atoma ili 
grupe atoma da prime elektrone [158]. Otpornost na transfer elektrona i polarizabilnost su 
deskriptori koji se koriste za objašnjavanje stabilnosti molekula. Kako je η prema definiciji 
polovina vrednosti HOMO-LUMO razlike energija, tako se molekul smatra „tvrdim“ ukoliko je 
ta vrednost veća, i obrnuto „mekim“ ukoliko je vrednost manja [155]. Stoga reaktivnija 
jedinjenja imaju veće vrednosti σ, σo i S, a niže vrednosti η. Indeks elektrofilnosti, ω, i indeks 
nukleofilnosti, N, porede sposobnost molekula da bude elektron-akceptor, odnosno elektron-
donor. Sa povećanjem N i smanjenjem ω raste biološka aktivnost molekula [155]. Male 
vrednosti energije jonizacije, I, i veće vrednosti afiniteta prema elektronu, A, ukazuju na visoku 
reaktivnost atoma i molekula [159]. Hemijski potencijal, CP, se definiše kao srednja vrednost 
EHOMO i ELUMO, pa jedinjenja sa većim vrednostima hemijskog potencijala ispoljavaju veću 
aktivnost. Elektronegativnost je negativna vrednost hemijskog potencijala i označava se sa χ. 
Generalno, molekuli sa nižim vrednostima elektronegativnosti imaju veću tendenciju da 
otpuštaju elektrone i usled toga ispoljavaju višu aktivnost u poređenju sa molekulima koji imaju 
veće vrednosti χ [155]. Na kraju ΔNmax opisuje kapacitet naelektrisanja molekula [160], a 
biološka aktivnost raste sa većim vrednostima ΔNmax.  
 

Izračunate vrednosti kvantno-hemijskih deskriptora molekula 1-7, kao i 7a, prikazane 
su u tabeli A1, date u Prilogu. Potencijalna biološka aktivnost ispitivanih jedinjenja u odnosu na 
dobijene vrednosti kvantno-hemijskih deskriptora data je u tabeli 3.11.  

 
Rezultati prikazani u tabeli 3.11 pokazuju da ne postoji jedinstven redosled biološke 

aktivnosti u odnosu na izračunate deskriptore, ali da molekuli 7a i 5 ipak pokazuju veću 
reaktivnost u odnosu na ostale molekule. Ovo je posledica strukture ova dva molekula, jer 
molekul 7a ima najvišu EHOMO vrednost, dok molekul boje 5 ima najnižu ELUMO vrednost energije. 
Takođe, oba molekula 7a i 5 imaju najnižu HOMO-LUMO razliku energija, te su u smislu ovog 
deskriptora, reaktivniji u odnosu na ostale ispitivane molekule. Što se tiče ostalih parametara 
7a ima najveću reaktivnost u korelaciji sa deskriptorima I, A, η, σ, σo, S, CP, ω, N i ΔNmax, dok 
molekul 5 pokazuje dobru reaktivnost u odnosu na deskriptor elektronegativnosti. Važno je 
naglasiti da vrednosti kvantno-hemijskih deskriptora pokazuju samo tendenciju biološke 
aktivnosti koja može biti promenjena u odnosu na određeni biološki sistem [153,155]. 
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Tabela 3.11. Rangiranje biološke aktivnosti ispitivanih jedinjenja 
 prema vrednostima izračunatih kvantno-hemijskih deskriptora 

 
 Biološka aktivnost 
Prema EHOMO 7a> 6 > 3 > 2 > 4 > 1 > 5 > 7 
Prema ELUMO 5 > 7 > 1 > 4 > 2 > 3 > 6 > 7a 
Prema EGAP 7a > 5 > 1 > 4 = 2 > 3 > 6 = 7 
Prema I 7a > 6 > 3 > 2 > 4 > 1 > 5 > 7 
Prema A 7a > 6 > 3 > 2 > 4 > 7 > 1 > 5 
Prema η 7a > 5 > 1 > 4 > 2 > 3 > 7 > 6 
Prema σ, σo, S 7a > 5 > 1 > 2 > 4 > 3 > 6 > 7 
Prema χ 5 > 7 > 1> 4 > 2 > 3 > 6 > 7a 
Prema CP 7a > 6 > 3 > 2 > 4 > 1> 7 > 5 
Prema ω, N, ΔNmax 7a > 6 > 3 > 2 > 4 > 7 > 1 > 5 

 
 

3.6. Studija biološke aktivnosti 

 
Biološka aktivnost sintetisanih jedinjenja 1–7 ispitana je eksperimentalnim in vitro 

metodama. Analizirana su antioksidativna, antimikrobna i antikancerogena aktivnost. Na kraju, 
u okviru, in silico testova, procenjeni su fizičko-hemijski i farmakokinetički parametri 
ispitivanih molekula. 
 

3.6.1. Antioksidativna aktivnost 

 
Antioksidativna svojstva ispitivanih jedinjenja 1–7 određena su korišćenjem ABTS testa 

prema proceduri opisanoj u odeljku 2.6. Antioksidativna aktivnost jedinjenja procenjena je u 
odnosu na antioksidativna svojstva askorbinske kiseline (slika 3.21, pod a). Dobijeni rezultati 
pokazuju da testirana jedinjenja imaju različita antioksidativna svojsva, odnosno da različiti 
supstituenti u piridonovom prstenu sintetisanih boja, različito utiču na njihovu antioksidativnu 
aktivnost. Tako 3-piridinijum (7) i 4-fenil (5) supstituisane boje pokazuju odličnu (78,7% i 
76,1%), a 3-amido supstituisana boja (6) dobru (62,2%) aktivnost pri “hvatanju” (engl. 
scavenging) ABTS•+ radikal-katjona. Sa druge strane 3-cijano derivati, supstituisani u položaju 
1-piridonovog prstena (2–4) su, kao i nesupstituisana boja (1) pokazali slaba antioksidativna 
svojstva. 
 

 
 

Slika 3.21. a) Antioksidativna svojstva ispitanih jedinjenja 
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Zbog toga je dalje ispitivanje urađeno za boje 5, 6 i 7, određivanjem njihove IC50 
vrednosti, odnosno koncentracije koja inhibira 50% ABTS radikala u rastvoru (slika 3.21, pod 
b). Generalno, visoke IC50 vrednosti ukazuju na nisku aktivnost. Prema tome redosled aktivnosti 
boja je 7 > 5 > 6. Gde jedinjenje 7 pokazuje najbolju inhibiciju ABTS radikala (IC50 = 1,3 mM) u 
poređenju sa askorbinskom kiselinom (IC50 = 1,1 Mm). 
 

 
 

Slika 3.21. b) IC50 vrednosti dobijene za ispitana jedinjenja 
 

 

3.6.2. Antimikrobna aktivnost 

 
U cilju ispitivanja antimikrobnog dejstva jedinjenja 1–7 sproveden je test antimikrobne 

aktivnosti metodom difuzije na agarnoj podlozi kako je opisano u poglavlju 2.7. Antimikrobna 
svojstva su ispitana prema patogenim sojevima Staphylococcus aureus (Gram-pozitivna 
bakterija), Escherichia coli (Gram-negativna bakterija) i Candida albicans (oportunistička 
gljivica). U tabeli 3.12 su prikazani dobijeni rezultati, odnosno izmerene zone inhibicije u 
odnosu na kontrolni uzorak. Prečnik zone smanjenog rasta, odnosno inhibicije određen je u 
milimetrima i na osnovu obrazovanih prečnika ustanovljena je antimikrobna aktivnost 
jedinjenja. 
 

Tabela 3.12. Antimikrobna aktivnost boja 1–7 
 

Jedinjenjea 
Staphylococcus 

aureus 
Escherichia coli 

Candida albicans 

 prečnik zone inhibicije [mm] 
1 - - - 
2 - - - 
3 11 - - 
4 - - - 
5 - - 10 
6 - - - 
7 - - - 

Kontrolab - - - 
amasa jedinjenja po bunarčiću je 12,5 µg;  bkontrolni bunarčić u koji je  
 unešen samo DMSO. 
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Rezultati u Tabeli 3.12 pokazuju da su ispitani patogeni bakterijski sojevi rezistentni na 
dejstvo jedinjenja u primenjenim koncentracijama, osim u slučaju jedinjenja 3 koje ispoljava 
blagu antimikrobnu aktivnost prema soju S. aureus. Soj patogene gljivice C. albicans blago je 
osetljiv na dejstvo jedinjenja 5, dok je na dejstvo drugih jedinjenja rezistentan. 
 

3.6.3. Citotoksična aktivnost 

 
Citotoksična aktivnost jedinjenja 1–7 i Biđinelijevog adukta B2 ispitana je prema 

humanim malignim ćelijskim linijama, kao i prema humanim normalnim fibroblastima pluća 
primenom MTT metode, kako je opisano u poglavlju 2.8. Kao standardni lek u testu je korišćen 
cisplatin. Dobijene IC50 vrednosti, koje predstavljaju koncentraciju jedinjenja koja inhibira 
ćelijsko preživljavanje za 50%, prikazane su u tabeli 3.13. 
 

Tabela 3.13. Rezultati analize citotoksične aktivnosti jedinjenja 1–7 i B2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

aCitotoksičnost izražena kroz IC50 vrednost za svaku ćelijsku liniju – koncentracija jedinjenja koja smanjuje 
preživljavanje tretiranih ćelija za 50%, u odnosu na uzorak netretiranih ćelija; bTestirane ćelijske linije PC-3 
(humani adenokarcinom prostate), A549 (karcinom pluća), K562 (hronična mijeloidna leukemija), MRC-5 
(humani normalni fibroplasti pluća). cCisplatin – standardni referentni lek. 
 
 

Rezultati ispitivanja citotoksičnosti jedinjenja prema humanim malignim ćelijskim 
linijama su pokazali da sva testirana jedinjenja ispoljavaju koncentraciono-zavisnu 
citotoksičnu aktivnost. IC50 vrednosti jedinjenja prema PC-3 ćelijama adenokarcinoma prostate 
bile su u opsegu od 48,98 µM do 194,41 µM. PC-3 ćelije su bile najosetljivije na citototoksično 
dejstvo jedinjenja 5 (IC50 vrednost od 48,98 µM). U slučaju citotoksičnog dejstva jedinjenja 
prema K562 ćelijama hronične mijeloidne leukemije, dobijene IC50 vrednosti kretale su se u 
opsegu od 24,97 µM do 193,32 µM. Najviši intenzitet citotoksičnog dejstva prema K562 ćelijama 
su pokazala dva jedinjenja: jedinjenje 5 (IC50 vrednost od 24,97 µM) i jedinjenje 3 (IC50 vrednost 
od 41,75 µM). Testirana jedinjenja su ispoljila slabiji intenzitet citotoksičnog dejstva prema 
A549 ćelijama adenokarcinoma pluća u odnosu na intenzitet dejstva prema PC-3 i K562 
malignim ćelijama. A549 ćelije su bile najosetljivije na citotoksično dejstvo jedinjenja 5 (IC50 

vrednost od 85,16 µM).  
 

Sva ispitivana jedinjenja ispoljila su citotoksičnost i prema humanim normalnim 
fibroblastima pluća MRC-5, pri čemu su dobijene IC50 vrednosti bile u opsegu od 26,60 µM do 
194,56 µM. Sve tri testirane maligne ćelijske linije su bile najosetljivije na citotoksično dejstvo 
jedinjenja 5. Jedinjenje 5 je pokazalo i selektivnost u citotoksičnom dejstvu prema K562 i PC-3 
malignim ćelijskim linijama, u odnosu na citotoksično dejstvo prema humanim normalnim 
fibroblastima pluća MRC-5.  

  PC-3 b A549 b K562 b MRC-5 b 
IC50a (µM) ± SD 

1 182,12±1,75 >200 191,50±12,02 179,64±11,05 
2 174,60±1,12 >200 144,80±0,55 ≈200 
3 147,89±5,24 >200 41,75±1,54 42,49±1,70 
4 194,41±9,18 >200 193,32±6,66 194,56±9,43 
5 48,98±1,59 85,16±6,03 24,97±0,05 91,11±5,33 
6 163,21±0,97 197,82±3,09 55,40±3,56 23,60±1,15 
7 181,31±9,35 191,14±12,54 133,45±4,99 176,26±3,70 
B2 169,53±5,34 >200 149,10±9,53 153,66±7,26 
CDDPc 12,29 ± 1,60 12,74 ± 1,26 5,90±0,59 5,74±0,48 
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Takođe, u Tabeli 3.13 se može videti da Biđinelijev adukt B2 ispoljava nisku 
citotoksičnost prema svim ispitanim malignim ćelijskim linijama kao i prema normalnim 
ćelijama. Prema tome dobijeni rezultati ukazuju da citotoksična aktivnost ispitivanih boja zavisi 
od strukture piridona. Dalje, zapaženo je da fenil-grupa, u položaju C4 piridonovog prstena, u 
strukturi boje 5 značajno doprinosi citotoksičnoj aktivnosti prema svim ispitanim malignim 
ćelijskim linijama. Stoga obećavajuće antikancerogeno dejstvo jedinjenja 5 predstavlja dobru 
polaznu tačku za dalju strukturnu optimizaciju heterocikličnih azo molekula. Kako bi se 
rasvetlio mehanizam citotoksičnog dejstva jedinjenja 5 urađena je analiza faza ćelijskog ciklusa 
K562 ćelija koje su tretirane ovim derivatom.  
 

3.6.4. Analiza faza ćelijskog ciklusa 

 
Ćelijski ciklus (ciklus mitotičke ćelijske deobe) predstavlja uređeni niz uzastopnih faza 

koje se događaju tokom ćelijske deobe [161]. U ovom procesu DNK materijal ćelije se duplira i 
vrši se njegova distribucija u novonastale ćerke ćelije. Ćelijski ciklus se sastoji iz G1 
(postmitotička interfaza), S (faza sinteze DNK), G2 (postsintetička interfaza) i M (mitoza) faza. 
Replikacija DNK se odvija u S fazi, dok se u M fazi replicirana DNK distribuira u nove ćelije. 
Između M i S faze je G1 faza, gde se sintetišu proteini, ugljeni hidrati i lipidi neophodni za ćelijski 
rast. Između S i M faze je G2 faza koja kratko traje i u njoj se sintetišu proteini neophodni za 
mitozu. Ćelije u G1 fazi imaju normalan sadržaj DNK, dok u G2 fazi imaju duplirani sadržaj DNK. 
G1 i G2 faze kontrolišu tok ćelijske deobe i glavne kontrolne tačke ćelijskog ciklusa su na prelazu 
G1 u S fazu i G2 u M fazu. Kod malignih ćelija dolazi do poremećaja u ćelijskoj deobi i kontolnim 
tačkama ćelijskog ciklusa, kao i do odsustva ćelijske smrti. Ćelije mogu u različitim fazama 
ćelijskog ciklusa imati različitu osetljivost na dejstvo citotoksičnog leka. Zbog toga je važno 
ispitati mehanizam citotoksičnog dejstva potencijalnog leka na faze ćelijskog ciklusa [162].  
 

Kako bi se rasvetlilo citotoksično dejstvo jedinjenja 5 ispitan je njegov efekat na faze 
ćelijskog ciklusa K562 ćelija humane mijeloide leukemije. K562 ćelije tretirane su sa 
koncentracijom 2IC50 jedinjenja 5 u toku 24 sta. Na slici 3.22 prikazana je distribucija faza 
ćelijskog ciklusa nakon 24 sata. Rezultati pokazuju da nakon 24 časa dolazi do povećanja 
procenta ciljanih K562 ćelija u subG1 fazi ćelijskog ciklusa u odnosu na procenat kontrolnog 
uzorka K562 ćelija u subG1 fazi. Ovo povećanje praćeno je procentualnim povećanjem ciljanih 
K562 ćelija u G2/M fazi. Populacija ćelija u subG1 fazi predstavlja mrtve ćelije sa smanjenim 
sadržajem DNK, što znači da procentualni porast ćelija u ovoj fazi ćelijskog ciklusa ukazuje na 
sposobnost jedinjenja 5 da indukuje apoptozu u tretiranim ćelijama. Zaustavljanje ćelijskog 
ciklusa u G2/M fazi moglo bi biti posledica inhibicije ćelija da uđu u fazu mitoze u kontrolnoj 
tački G2/M ili inhibicije ćelijskoj preživljavanja zaustavljanjem mitoze. Ove promene ćelijskog 
ciklusa praćene su smanjenjem procenta K562 ćelija u G1 i S fazi. Smanjenja populacija ćelija 
K562 u ovim fazama može biti uzrokovana citotoksičnim dejstvom jedinjenja 5 koje izaziva 
povećanu osetljivost ćelija tokom tih faza ćelijskog ciklusa [161,162]. Ova analiza pokazuje da 
ispitivano jedinjenje 5 dovodi do apoptotskih promena u distribuciji ćelijskog ciklusa i 
značajnog nagomilavanja ćelija u subG1 fazi.  
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Slika 3.22. Efekat jedinjenja 5 na distribuciju ćelijskog ciklusa K562 ćelija 
 

3.6.5. In silico analiza fizičko-hemijskih i ADME parametara 

 
In silico modeli za predviđanje fizičko-hemijskih i farmakokinetičkih parametara imaju 

značajnu ulogu u otkrivanju i razvoju novih jedinjenja sa terapeutskim svojstvima. U procesu 
dizajniranja farmakološki aktivnih jedinjenja posebno je značajna procena njihovih fizičko-
hemijskih i ADME (oralna apsorpcija, distribucija, metanolizam, ekskrecija) parametra [163]. 
 

In silico analiza molekula 1–7, kao i strukture 7a urađena je pomoću SwissADME i Vega 
22 verzija 2.4 programa kako je opisano u odeljku 2.10 eksperimentalnog dela. 
 

Fizičko-hemijski parametri molekula evaluirani su u skladu sa empirijskim pravilom 
broja 5 po Lipinskom (engl. Lipinski’s rule of 5 – Ro5) [52]. Prema ovom pravilu oralno aktivno 
jedinjenje traba da zadovoljava sledeće kriterijume: i) molekulska masa je manja od 500; ii) 
broj donora vodonične veze nije veći od 5 (N–H i O–H grupe); iii) broj akceptora vodonične veze 
je najviše 10 (akceptori su svi N i O atomi); iv) lipofilnost (logaritamska vrednost particionog 
koeficijenta oktanol/voda – logP) je manja od 5. Ukoliko jedinjenje ne ispunjava 2 ili više 
navedenih kriterijuma pretpostavlja se da ima slabu oralnu apsorpciju, odnosno da nije oralno 
aktivno [164]. Dobijene vrednosti fizičko-hemijskih parametara molekula 1–7 i 7a prikazane 
su u tabeli 3.14. 
 

Table 3.14. Fizičko-hemijski deskriptori izračunati pomoću SwissADME alata 

aBroj donora vodonične veze; bBroj akceptora vodonične veze; cLogaritamska vrednost particionog koeficijenta P; 
dMolekulska masa; ePravilo broja 5; fBroj rotirajućih veza. 

Molekul HBDa HBAb M logPc MWd Ro5e %ABSg Rot. vezeg 
1 4 7 0,37 436,42 Da 53,19 6 
2 4 8 0,05 480,47 Da 49,24 8 
3 3 7 1,01 478,50 Da 56.22 8 
4 3 7 1,68 512,52 Ne 56,22 7 
5 4 7 1,21 498,49 Da 53,19 7 
6 5 7 0,02 454,44 Da 46,53 7 
7 4 6 1,08 489,50 Da 60,05 7 
7a 3 7 1,08 488,50 Da 64,21 7 
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Na osnovu podataka prikazanih u tabeli 3.14, sva ispitana jedinjenja, izuzev jedinjenja 4 
ispunjavaju kriterijume za oralno aktivna jedinjenja. Jedinjenje 4 ne ispunjava dva kriterijuma 
“pravila broja 5”, odnosno molekulska masa jedinjenja je veća od 500 i ukupan broj N i O atoma 
je veći od 10, te se smatra oralno neaktivnim prema navedenim kriterijumima. Procenat oralne 
apsorpcije ispitivanih jedinjenja izračunat je prema jednačini iz literature [163]. Dobijene 
vrednosti se kreću od 46,53–64,21% što ukazuje da sintetisana jedinjenja imaju odgovarajuću 
propustljivost kroz ćelijske membrane i dobru bioraspoloživost. Takođe, parameter koji je 
značajan za predikciju farmakološke aktivnosti je broj rotirajućih veza u molekulu. Ukoliko je 
taj broj veći od 10, molekul ima veliku konformacionu fleksibilnost što može otežavati vezivanje 
za biološki aktivno mesto [165]. Broj rotirajućih veza kod ispitivanih molekula se kreće u 
opsegu od 6 do 8 što potvrđuje da molekuli imaju odgovarajuću fleksibilnost. 
 

Farmakokinetički parametri, kao što su propustljivost kroz krvno-moždanu barijeru 
(engl. blood brain barrier, BBB), sposobnost jedinjenja da bude P-gp (P-glikoprotein, 
glikoprotein permeabilnosti) supstrat i CYP (citohrom enzimi) inhibitor, dobijeni u SwissADME 
proračunu (Prilog, tabela A2). Ispitana jedinjenja nemaju sposobnost prolaska kroz krvno-
moždanu barijeru čime se sperečava dejstvo na centralni nervni sistem [163]. P-gp ima ključnu 
ulogu u transportu i izlučivanju supstrata kroz celularne membrane, i zajedno sa CYP enzimima 
učestvuje u procesima ekskrecije [163]. Sva ispitana jedinjenja pokazala su svojstvo da budu P-
gp supstrat, osim jedinjenja 7. Ispitana jedinjenja 3 i 4 pokazala su svojstva inhibitora CYP2C9 
enzima, dok ostali derivati ne ispoljavaju inhibitornu aktivnost prema ovoj grupi enzima. 
 

Sa strane medicinske hemije, analizirani su strukturne smetnje PAINS (engl. pan assay 
interference structures) i sintetska pristupačnost molekulima. PAINS rezultati se odnose na 
jedinjenja koja greškom daju pozitivne rezultate u farmakološkim studijama. Naime, ako 
molekuli u strukturi imaju funkcionalne grupe koje se mogu vezati za brojna aktivna mesta u 
biološkom sistemu, pri čemu se ne vezuju specifično za jedno ciljano mesto, onda se smatra da 
nemaju odgovarajuću biološku aktivnost [166]. U ovoj studiji samo je boja 7 ispoljila mogućnost 
strukturnih smetnji. Rezultati koji proračunavaju sintetsku pristupačnost molekulima pokazali 
su da se ocene za jedinjenja 1–7 kreću od 4,66 do 5,02 (na skali od 1 do 10) ukazujući na njihovu 
relativno pristupačno sintetisanje. 
 

Kako SwissADME alat koristi 2D molekulske strukture za izračunavanje fizičko-
hemijskih parametara, urađen je i proračun pomoću Vega 22 programa koji koristi 3D 
molekulske strukture optimizovanih geometrija za definisanje pomenutih parametara. 
Izračunati su sledeći fizičko-hemijski deskriptori: lipofilnost (logaritamska vrednost 
particionog koeficijenta po Broto-u, lipol i logaritamska vrednost virtuelnog particionog 
koeficijenta), polarna i nepolarna površina molekula, molekulski rotacioni radijus, zapremina 
molekula i molekulska ovalnost (odnos stvarne i minimalne površine molekula). Vrednosti ovih 
parametara za molekule 1–7 i 7a date su u Prilogu u tabeli A3. Imajući u vidu da lipofilnost 
molekula značajno utiče na farmakodinamička svojstva jedinjenja, odnosno na njegovu 
apsorpciju, distribuciju, metabolizam i ekskreciju može se zaključiti da svi ispitani molekuli 
zadovoljavaju osnovno svojstvo za oralno aktivna jedinjenja, a to je logP < 5 [167]. Zbog toga se 
ispitivani molekuli mogu kandidovati za razvoj potencijalnih novih lekova.  
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Zaključak 

 
U ovoj doktorskoj disertaciji sintetisana je nova serija azo boja na bazi 3,4- 

-dihidropirimidin-2(1H)-ona i različito supstituisanih 2-piridona. Sinteza pojedinih derivata 3-
cijano-2-piridona ispitana je metodom kontinualnog protoka u kapilarnom mikroreaktoru. 
Amino analog DHPM-a, upotrebljen za dobijanje novih azo derivata sintetisan je pod blagim 
reakcionim uslovima, redukcijom nitro DHPM-a koji se dobija u Biđinelijevoj reakciji. Nove azo 
boje su sintetisane u reakciji diazo-kuplovanja polazeći iz amino derivata dihidropirimidinona, 
kao komponente za diazotovanje i različito supstituisanih 2-piridona, kao kuplujuće 
komponente. Struktura novosintetisanih azo derivata, kao i azo hidrazon-tautomerija detaljno 
su analizirani eksperimentalnim podacima i teorijskim proračunima. Biološka aktivnost azo 
jedinjenja je određena eksperimentalnim in vitro i in silico testovima. 
 
Na osnovu dobijenih rezultata, izvedeni su sledeći zaključci: 
 

 Sinteza metodom kontinualnog protoka u kapilarnom mikroreaktoru, na sobnoj 
temperaturi je efikasna za dobijanje 3-cijano-6-hidroksi-4-metil-2-piridona i 3-cijano-
4,6-dimetil-2-piridona, koji su izolovani u visokom stepenu čistoće i dobrom prinosu 
nakon 8 minuta. 

 Redukcijom nitro Biđinelijevog adukta, amonijum-hloridom i cinkom, omogućena je 
jednostavna sinteza amino analoga DHPM-a, pogodnog za diazotovanje. 

 Kuplovanjem različitih 2-piridona sa diazotovanim DHPM-om dobijeno je sedam novih 
heterocikličnih azo boja. 

 ATR-FTIR i NMR spektralna analiza boja 1–6 potvrđuje postojanje hidrazon 
tautomernog oblika u čvrstom stanju, kao i u rastvoru DMSO-d6 . 

 ATR-FTIR i NMR podaci jedinjenja 7 ukazuju na postojanje deprotonovanog 
hidrazonskog oblika (dipol-jona – 7a) u čvrstom stanju, kao i u rastvoru DMSO-d6 , a 
prisustvo hidrazon tautomera je zabeleženo snimanjem NMR spektara u deuterisanoj 
trifluorsirćetnoj kiselini.  

 Termička analiza pokazala je da su ispitivane boje stabilne i bez promene u strukturi do 
250 °C, što ukazuje na njihova odlična termička svojstva. 

 Izračunate energije mogućih tautomernih oblika, u okviru konformacione analize, 
potvrđuju da je najstabilniji oblik ispitivanih azo boja 1–6 hidrazon tautomer, a boje 7 
deprotonovani hidrazonski oblik, odnosno dipol-jon 7a. 

 Dobra korelacija izračunatih FT-IR i NMR spektara sa eksperimentalnim podacima 
potvrdila je strukturu hidrazon tautomernog oblika. 

 UV-Vis spektralna analiza u etanolu je pokazala da dominantna apsorpciona traka, kod 
svih analiziranih jedinjenja, odgovara π–π* prelazu hidrazon tautomernog oblika, 
odnosno prelazu iz HOMO u LUMO orbitalu. 

 Analizom graničnih molekulskih orbitala je ustanovljeno da su HOMO i LUMO orbitale 
molekula 1–6 i 7a distribuirane preko planarnog dela molekula, i da DHPM prsten nema 
značajni udeo u transferu naelektrisanja. Značajna pomeranja elektronske gustine 
dešavaju se između orbitala koje se prostiru u istoj ravni, odnosno između fenilnog 
prstena, hidrazon fragmenta i piridonovog prstena. 

 Uticaj promene pH vrednosti na UV-Vis apsorpcione spektre boja ispitan je dodavanjem 
kiseline, odnosno natrijum-hidroksida u rastvore boja i etanola. Dodatak kiseline ne 
utiče na položaj apsorpcionih maksimuma UV-Vis spektara, što potvrđuje prisustvo 
hidrazon tautomernog oblika. Sa druge strane dodatak NaOH utiče na hipsohromno 
pomeranje apsorpcionih maksimuma ukazujući da se anjonski oblik jedinjenja 
pojavljuje na nižim talasnim dužinama, što je potvrđeno i DFT proračunom. 
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 Ispitivanjem uticaja različitih supstituenata u piridonovom prstenu na položaj UV-Vis 
apsorpcionih maksimuma, u etanolu, ustanovljeno je da kod jedinjenja 1–4 različiti 
supstituenti u položaju 1 ne utiču na položaj apsorpcionih maksimuma. Kod jedinjenja 
5, fenilna grupa u položaju 4 piridonovog jezgra doprinosi batohromnim pomeranjima, 
a kod jedinjenja 6 i 7, amido-grupa (6) i piridinijum-grupa (7) doprinose hipsohromnim 
pomeranjima apsorpcionih maksimuma, u odnosu na jedinjenje 1.  

 Uticaj specifičnih i nespecifičnih interakcija rastvarača sa molekulima boja na položaje 
apsorpcionih makismuma analiziran je linearnim korelacjama solvatohromnih energija, 
pomoću Katalanovog modela. Dobijeni rezultati regresione analize pokazuju da 
najdominantniji efekat na sovatohromizam jedinjenja ima polarizabilnost rastvarača. 
Najznačajniji efekat na poziciju apsorpcionih maksimuma u svim analiziranim 
rastvaračima ima supstituent u položaju 3 piridonovog prstena. 

 Analizom emisionih spektara boja 1–6, u pet različitih rastvarača, pokazano je da sve 
analizirane boje imaju fluorescentna svojstva i da je u proučavanim rastvorima 
dominantan hidrazonski oblik jedinjenja.  

 UV-Vis i fluorescentna analiza u DMF-u pokazuju da je u ovom rastvaraču dominantan 
anjonski oblik jedinjenja, koji dovodi do hipsohromnih pomeraja apsorpcionih i 
emisionih traka svih ispitanih jedinjenja.  

 Proračunom kvantno-hemijskih molekulskih deskriptora pokazano je da molekuli boja 
5 i 7a pokazuju najveći potencijal za biološku aktivnost.  

 Antioksidativna svojstva jedinjenja su ispitana ABTS testom, a dobijeni rezultati su 
pokazali da jedinjenja 7 i 5 imaju odličnu (78,7% i 76,1%), a jedinjenje 6 dobru (62,2%)  
sposobnost inhibicije ABTS•+ radikal-katjona. Određivanjem koncentracije koja inhibira 
50% ABTS•+ radikal-katjona u rastvoru, ustanovljen je redosled antioksidativne 
aktivnosti boja: 7 > 5 > 6.  

 Rezultati antimikrobnog testa pokazali su da su ispitani patogeni bakterijski sojevi 
uglavnom rezistentni na dejstvo primenjenih jedinjenja, osim što je jedinjenje 3 
pokazalo blagu inhibiciju prema soju S. aureus. Slično, aktivnost je utvrđena i prema soju 
patogene gljivice C. albicans, gde je samo jedinjenje 5 pokazalo blagu antimikrobnu 
aktivnost.  

 Proučavanje antikancerogenih svojstava ispitivanih jedinjenja 1–7 i B2 sprovedeno je 
na humanim malignim ćelijskim linijama: PC-3 (adenokarcinom prostate), A549 
(karcinom pluća), K562 (hronična mijeloidna leukemija), koristeći MTT test. 
Citotoksičnost novih azo derivata određena je i prema humanim normalnim 
fibroblastima pluća MRC-5, u cilju određivanja selektivnosti u citotoksičnom delovanju. 
Dobijeni rezultati su pokazali da sva testirana jedinjenja ispoljavaju koncentraciono-
zavisnu citotoksičnu aktivnost. PC-3 ćelije su bile najosetljivije na citototoksično dejstvo 
jedinjenja 5 (IC50 vrednost od 48,98 µM). Najviši intenzitet citotoksičnog dejstva prema 
K562 ćelijama su pokazala dva jedinjenja: jedinjenje 5 (IC50 vrednost od 24,97 µM) i 
jedinjenje 3 (IC50 vrednost od 41,75 µM). Testirana jedinjenja su ispoljila slabiji 
intenzitet citotoksičnog dejstva prema A549 ćelijama adenokarcinoma pluća u odnosu 
na intenzitet dejstva prema PC-3 i K562 malignim ćelijama. A549 ćelije su bile 
najosetljivije na citotoksično dejstvo jedinjenja 5 (IC50 vrednost od 85,16 µM). Jedinjenje 
5 je pokazalo i selektivnost u citotoksičnom dejstvu prema K562 i PC-3 malignim 
ćelijskim linijama, u odnosu na citotoksično dejstvo prema humanim normalnim 
fibroblastima pluća MRC-5.  

 Biđinelijev adukt B2 je ispoljio nisku citotoksičnost prema svim ispitanim malignim 
ćelijskim linijama kao i prema normalnim ćelijama. Stoga dobijeni rezultati ukazuju da 
citotoksična aktivnost ispitivanih boja zavisi od strukture piridona. 

 Jedinjenje 5 je ispoljilo najznačajnije citotoksično dejstvo prema K562 ćelijama humane 
mijeloidne leukemije, te je u cilju rasvetljenja mehanizma njegovog citotoksičnog 
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delovanja ispitan efekat ovog derivata na na faze ćelijskog ciklusa K562 ćelija. Ova 
analiza je ukazala na sposobnost azo derivata 5 da indukuje apoptozu u tretiranim 
ćelijama, što dovodi do značajnog nagomilavanja ćelija u subG1 fazi. 

 Pomoću in silico metoda izračunati su fizičko-hemijski deskriptori, koji su korelisani sa 
empirijskim kriterijumom za oralno aktivna jedinjenja. Sva ispitana jedinjenja, izuzev 
jedinjenja 4 ispunila su kriterijume za oralno aktivna jedinjenja. Na osnovu izračunatih 
vrednosti oralne apsorpcije predviđa se da sintetisana jedinjenja imaju odgovarajuću 
propustljivost kroz ćelijske membrane i dobru bioraspoloživost. Rezultati dobijeni 
analizom farmakokinetičkih parametara ukazuju da analizirani molekuli nemaju 
sposobnost prolaska kroz krvno-moždanu barijeru, čime se sperčava dejstvo na 
centralni nervni sistem. Zbog svega navedenog proučavani azo derivati mogu biti 
kandidati za razvoj potencijalnih novih lekova. 
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Prilog A 

 
Jednačine korišćene za računanje kvantno-hemijskih molekulskih deskriptora: 
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Slika A1. 1H NMR spekatr boje 1 u DMSO-d6 

 

 
 
Slika A2.13C NMR spektar boje 1 u DMSO-d6  
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Slika A3. Intenzitet emisije rastvarača na talasnoj dužini ekscitacije 
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Slika A4. Emisioni spektri boja u acetonitrilu 

 
 
 
Slika A5. Emisioni spektri boja u DMSO 

 
 
Slika A6. Emisioni spektri boja u hloroformu 
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Slika A7. MEP mape molekula 2–7 i 7a prikazane na B3LYP/6-311++G(d,p) optimizovanim 
geometrijama



Julijana D. Tadić                                                                                                                                                                                                            Doktorska disertacija  

101 
 

Tabela A1. Kvantno-hemijski deskriptori proučavanih molekula izračunati u vodi 
 

Boja HOMO a LUMO a Gap a I a A a η a σ b σo b χ a CP a ΔN ω a N b S b 
1 -6,42 -3,27 3,15 6,419 3,271 1,574 0,635 0,318 4,845 -4,845 3,078 7,458 0,134 0,318 
2 -6,38 -3,22 3,16 6,382 3,223 1,580 0,633 0,317 4,803 -4,803 3,040 7,301 0,137 0,317 
3 -6,36 -3,19 3,17 6,359 3,193 1,583 0,632 0,316 4,776 -4,776 3,017 7,204 0,139 0,316 
4 -6,39 -3,23 3,16 6,387 3,228 1,580 0,633 0,317 4,807 -4,807 3,043 7,315 0,137 0,317 
5 -6,44 -3,31 3,12 6,435 3,310 1,562 0,640 0,320 4,873 -4,873 3,119 7,599 0,132 0,320 
6 -6,32 -3,12 3,19 6,319 3,124 1,597 0,626 0,313 4,722 -4,722 2,956 6,978 0,143 0,313 
7 -6,46 -3,27 3,19 6,460 3,267 1,597 0,626 0,313 4,863 -4,863 3,046 7,406 0,135 0,313 
7a -5,59 -2,75 2,84 5,589 2,753 1,418 0,705 0,353 4,171 -4,171 2,941 6,133 0,163 0,353 

a izraženo u eV; b izraženo u eV–1 
 
Tabela A2. Farmakokinetički parametri dobijeni pomoću SwissADME 
 

Molekul Permeabilnost 
kroz KMB 

P-gp 
supstrat 

Rezultat 
bioraspoloživosti 

PAINS  Pristupačnost 
sinteze 

CYP1A2 
inhibitor 

CYP2C19 
inhibitor 

CYP2C9 
inhibitor 

CYP2D6 
inhibitor 

CYP3A4 
inhibitor 

1 Ne Da 0,55 0 4,66 Ne Ne Ne Ne Ne 

2 Ne Da 0,55 0 4,94 Ne Ne Ne Ne Ne 

3 Ne Da 0,55 0 5,02 Ne Ne Da Ne Ne 

4 Ne Da 0,17 0 5,01 Ne Ne Da Ne Ne 

5 Ne Da 0,55 0 4,95 Ne Ne Ne Ne Ne 

6 Ne Da 0,55 0 4,71 Ne Ne Ne Ne Ne 

7 Ne Ne 0,55 1 4,93 Ne Ne Ne Ne Ne 

7a Ne Da 0,55 0 4,89 Ne Ne Ne Ne Ne 

 
 
Tabela A3. Fizičko-hemijski deskriptori izračunati pomoću Vega 22 programa 
 

 Molekulska  
masa 

Rot.  
radijus 

Površina molekula 
(1,40) 

Polarna  
površina 

Nepolarna 
 površina 

Zapremina Ovalnost log P 
(Broto) 

Lipol 
(Broto) 

Virt. logP 

1 436,421 5,1494 698,9 280,9 418,0 369,7 1,7870 -2,898 2,1033 -0,4366 

2 480,473 5,3967 760,7 271,8 488,9 412,8 1,8393 -3,374 2,0714 -0,6397 

3 478,500 5,4209 793,2 237,6 555,6 423,6 1,8675 -1,764 1,1855 0,8206 

4 512,517 5,6100 825,0 232,2 592,8 440,3 1,8827 -1,712 1,2904 0,8777 



Julijana D. Tadić                                                                                                                                                                                                            Doktorska disertacija  

102 
 

5 498,490 5,1720 790,3 283,3 507,0 425,4 1,8629 -1,875 1,6439 0,6922 

6 454,436 5,2784 717,9 315,5 402,5 381,7 1,8112 -3,705 2,7036 -0,8259 

7 489,503 5,6282 783,7 225,7 558,0 424,3 1,8722 -0,379 1,2044 1,6687 

7a 488,495 5,5869 787,5 233,7 553,8 423,5 1,8634 -0,244 1,2161 1,7374 
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