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Abstract 

Introduction: Simultaneous development of technology is composed with environmental 
hazardous with heavy-metals and organic solvents and thus toxic catalysts/organic solvents must be 
replaced with biocatalysts and water. Urease is a hydrolase enzyme and urease-urea can be 
considered a safe source of toxic ammonia in synthesis of nifedipine. Nifedipine is an 
antihypertensive drug synthesized by four–component reaction of 2 mmol methyl acetoacetate, 2–
nitro-benzaldehyde, and ammonia using catalysts and organic solvents. The object of this research 
is replacement of toxic ammonia with urease-urea and organic solvents with water and study of 
heavy-metals and organic-solvent inhibition of urease on the synthesis of nifedipine.  
Methods: In this experimental work, by controlling of yield and time of nifedipine synthesis via 
reaction of methyl acetoacetate, 2–nitro-benzaldehyde, and urease/urea in water, optimum 
urease/urea concentration, temperature, and pH for maximum yield were determined. Then, the 
effect of heavy-metal/organic solvent inhibitors on the production of ammonia and urease-catalyzed 
synthesis of nifedipine have been investigated. 
Results: Based on the yield of nifedipine, the activity of urease for ammonia production depends on 
parameters such as urease/urea amount, temperature, pH, and kind or concentration of inhibitors. 
The results accorded urease specificity for maximum dissociation of urea in experiment with 10 
mg/mL urease, pH=7, and 70 C° in water, while heavy-metal ion/organic solvent inhibitory of 
urease showed trends of Hg2+>Ag+>Cu2+>Pb2+>Cd2+ and acetonitrile>chloroform>dichloromethane 
to reduce in ammonia concentration and nifedipine. 
Conclusion: Urease-urea makes a biocompatible source of ammonia for synthesis of anti–
hypertension drug of nifedipine, while inhibitors such as heavy metal cations especially Hg2+, 
organic solvents, and sulfuric acid decrease the reaction rate. Biocompatibility, use of water and no 
organic solvent/catalyst, high yield and selectivity are advantages of this green method in 
comparison to previous reported methods. 
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 چكيده 
هاي سنتي همراه هاي آلي و كاتاليستبوسيله حلال محيطيبا مخاطرات زيست رشد تكنولوژي :مقدمه

آز، يك آنزيم سازگار بدهند. اورههاي زيستشده و لذا اين مواد بايد جاي خود را به آب و بيوكاتاليست
يك جايگزين اوره در آب -آزكند، پس مخلوط اورههيدرولاز است كه اوره را به آمونياك تبديل مي

هاي آلي ها و حلال مناسب براي ماده سمي آمونياك در سنتز نيفيديپين است كه در حضور كاتاليست
اوره و آب به جاي آمونياك و مطالعه -آززيادي سنتز شده است. هدف اين تحقيق، جايگزيني اوره

توليد آمونياك در سنتز آز براي روي آنزيم اوره هاهاي فلزات سنگين و حلالكننده بازدارندگي مهار
 فشار خون نيفيديپين است.داروي ضد

بازده جداسازي/زمان واكنش سنتز نيفيديپين از تراكم با كنترل ، تجربي : در اين روش كاملاًبررسي روش
اوره در آب، شرايط بهينه مشخص و سپس با تغيير -آزنيتروبنزالدهيد و اوره-2استواستات، چهار جزئي متيل

اثرات آنها  هاي آلي،هاي فلزات سنگين/حلالو بازدارنده pHاي غلظت آنزيم، اوره، دما، در فاكتوره
 شد.  آز بررسي روي سنتز نيفيديپين كاتاليست شده با اوره

-آز براي توليد آمونياك به عواملي چون مقدار اورهفعاليت آنزيم اوره، نيفيديپينبر اساس بازده ها: يافته
طور ويژه سوبستراي اوره را با ماكزيمم آز بهبستگي دارد. اوره وع و غلظت بازدارنده، نpHآز، دما، اوره

هاي  كند و يونميبه آمونياك تبديل C° 70و دماي  pH=7آز، اوره mg/mL 10فعاليت در شرايط 
و  +Hg2+>Ag+>Cu2+>Pb2+>Cd2هاي آلي با روند بازدارندگي فلزات سنگين و حلال

 شوند. آز و بازده نيفيديپين ميمتان باعث كاهش فعاليت اورهكلرودي>فرمكلرو>استونيتريل
سازگار آمونياك در سنتز داروي ضدفشار خون اوره يك منبع زيست-آزاگر چه اوره گيري: نتيجه

هاي فلزات سنگين به ويژه جيوه و آز مانند يوننيفيديپين در آب است، عوامل بازدارنده آنزيم اوره
سازگاري كامل روش و كاتاليست، استفاده از زيست	شوند.هاي آلي باعث توقف اين واكنش ميلحلا

 است.هاي قبلي گري و بازده بالا، از مزاياي اين روش در مقايسه با روشحلال آب، انتخاب
 ديپين.هاي آلي، نيفيهاي فلزات سنگين، حلالاوره، بازدارندگي آنزيم، يون -آزاوره: كليدي هايواژه
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  مقدمه

هاي  آثار دو سويه گسترش تكنولوژي براي رفاه انسان و آسيب

شدن مواد آلي و يونهاي فلزات  جدي به محيط زيست براي وارد 

سازگار و  سنگين، دانشمندان را به سمت فرآيندهاي زيست

بيوتكنولوژيك براي توليد مواد شيميايي سوق داده 

براي تسريع بالا  ييبا كارآ ييها ستيلاوكاتيب ها، ميآنز. )1(است

ها  در سلول زنده هستند كه استفاده از آنهاي بيوشيميايي  واكنش

به  يوتكنولوژيبگسترش از سلول علاوه بر  رونيب يها در واكنش

 اني. از مشود يمنجر م زين يسلول درون يها واكنش ييرمزگشا

در اين كاربرد را  نيشتريب درولازهايه ها، ميآنز يشش دسته اصل

آز كه اوره را در آب به آمونياك  و آنزيم اوره اند داشتهگسترش 

آمونياك يك ماده كند از اين خانواده است.  تجزيه مي

پرمصرف گازي، سمي و پرخطر در صنايع شيميايي است كه 

تواند به روش بيوتكنولوژي از تجزيه اوره در حضور منابع  مي

توليد و در سنتز  )2(آب سازگار  آز در حلال زيست گياهي اوره

آز براي تجزيه اوره  تر استفاده شود. فعاليت اوره تركيبات پيچيده

هاي فلزات  ، يونpHهاي مختلفي مانند  نندهك تحت تاثير مهار

يابد كه در صورت استفاده  سنگين و بعضي مواد آلي كاهش مي

جاي آمونياك بر بازده محصولات اثرگذار  اوره به -آز اوره از

 است. داروي ضدفشار خون نيفيديپين يكي از موادي است كه از

               استواستات،  طريق واكنش چهار جزئي تراكمي متيل

نيتروبنزالدهيد و يك منبع آمونياكي مانند گاز آمونياك، - 2

در حضور  )3-10(هاي آمونيوم و يا نمك محلول آبي آمونياك

كه به  )11-16(شود  هاي مختلف سنتز مي حلالها و  كاتاليست

      دكن هر حال مقداري مواد مضر به محيط زيست اضافه مي

اوره -آز به دليل مناسب بودن منبع بيولوژيك اوره ).19-17(

از آن براي سنتز داروي مهم براي توليد آمونياك، در اين تحقيق 

در شرايط كاملاً  با بازده و خلوص بسيار بالا نيفيديپين در آب

  سازگار استفاده شده است. زيست

  روش بررسي

بيشتر مواد شيميايي لازم براي انجام اين تحقيق تجربي از شركت 

از  )2(آز طبق روش قبلي  اورهمرك آلمان خريداري شده، ولي 

سازي شده و به  قارچ آسپرژيلوس نيجر جداسازي و خالص

استات  استو همراه اوره در سنتز نيفيديپين از طريق واكنش با متيل

بازده محصول و قرار گرفت.  نيتروبنزالدهيد مورد استفاده-2و 

ترين فاكتورهاي يك فرآيند شيميايي  زمان واكنش از مهم

جايي كه واكنش  هستند كه تابع فاكتورهاي مختلف هستند. ازآن

آز به عوامل زيادي مانند دما، غلظت  آنزيمي و فعاليت آنزيم اوره

و عوامل بازدارنده بستگي  ، زمانpHسوبسترا، آنزيم، غلظت 

تغيير درصد بازده نيفيديپين در ا اثر اين عوامل بر اساس دارد، لذ

سازي شرايط،  واكنش مدل بررسي شده است تا علاوه بر بهينه

  اثرات اين فاكتورها مشخص شود.

ترين زمان ، واكنش يك  براي يافتن بيشترين بازده در كم 

استواستات و مقدار  مول متيل ميلي 2نيتروبنزالدهيد، -2مول  ميلي

 °Cمول اوره در دماي  ميلي 1-5آنزيم با مقادير مختلف  اضافي

ترين  ساعت انجام شد. سپس براي يافتن مناسب 4به مدت  70

مول اوره در  ميلي 3غلظت آنزيم، واكنش با مقدار بهينه شده 

آز بررسي شد. در گام  از آنزيم اوره mg 25-5حضور مقادير 

ميلي مول  3نه شده بعدي، اثر دما با انجام واكنش درمقادير بهي

مورد  C° 90–60آز، در دماهاي  از آنزيم اوره mg 10اوره و 

، سنتز نيفيديپين در pHسازي  به منظور بهينه بررسي قرار گرفت.

 3غياب و حضور اسيدها و بازهاي مختلف در مقادير بهينه شده 
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 
بررسي  C° 70آز و دماي  از آنزيم اوره mg 10ميلي مول اوره و 

  شد. 

هاي  در ادامه اين تحقيق، اثر بازدارندگي غيررقابتي محلول يون
، +Pb2+ ،Hg2+ ،Agهاي فلزات سنگين شامل  مولار يون 6-10

Cu2+  وCd2+ فرم  هاي آلي استونيتريل، كلرو و حلال                            

متان و اسيدها و بازهاي قوي و ضعيف شامل  كلرو و دي

سولفوريك اسيد، هيدروكلريك اسيد، سديم هيدروكسيد و 

آز استخراج شده از  سديم بيكربنات بر فعاليت اوره

شده  نيجر و بازده محصول نيفيديپين در شرايط بهينه آسپرژيلوس

 8و  C° 70آز، دماي  آنزيم اوره mg 10ميلي مول اوره،  3شامل 

-7  =pH  .اثرات بازدارندگي مواد آلي نيز با انجام  بررسي شد

واكنش مدل براي سنتز نيفيديپين در شرايط بهينه شده در آب با 

هاي آلي كلروفرم، استونيتريل و  ليتر از حلال ميلي 2اضافه كردن 

  ).1كلرومتان مورد مطالعه قرار گرفت (جدول  دي
  

هاي آلي بر واكنش مدل براي  حلالاثر بازدارندگي : 1جدول 
  شرايط بهينه شده در آب  سنتز نيفيديپين در

زمان واكنش  حلال آلي رديف
  (ساعت)

بازده محصول
نيفيديپين 
  (درصد، %)

1 - 4 95 
 28 5 كلروفرم 2
 35 5  كلرومتاندي 3
 12 4 استونيتريل 4

  ها يافته

انجام واكنش يك ترين زمان، با  براي يافتن بيشترين بازده در كم

استواستات و مقدار  مول متيل ميلي 2نيتروبنزالدهيد، -2مول  ميلي

 °Cمول اوره در دماي  ميلي 5-1اضافي آنزيم با مقادير مختلف 

) با 91درصد بازده نيفيديپين (% ساعت، بيشترين 4به مدت   70

مول اوره به دست آمد كه اين مقدار به عنوان  ميلي 3استفاده از 

  اوره انتخاب شد. بهينه 

 3بر اساس آزمايشات انجام شده روي واكنش بهينه شده با 

 آز، بيشترين مول اوره براي يافتن مقدار بهينه آنزيم اوره ميلي

 mg 10 هينهب مقدار) در حضور 95درصد بازده نيفيديپين (%

  آز بدست آمد.  اوره

ش دماي بهينه واكن C° 70 نتايج بررسي اثر دما نشان داد دماي

تواند مربوط به  مي C° 70است. كاهش بازده در دماي بالاتر از 

  ).1(شكل 	دناتوره شدن ساختار آنزيم در اثر حرارت باشد

آز نشان  بر واكنش آنزيمي كاتاليست شده با اوره pHمطالعه اثر 

بيشترين بازده محصول نيفيديپين حاصل  pH=  7- 8داد كه در 

شود. بر اساس نتايج، قدرت بازدارندگي سولفوريك اسيد  مي

آز از استيك اسيد بيشتر و قدرت بازدارندگي  اورهبراي آنزيم 

سود نيز از سديم بيكربنات بيشتر بود، اگر چه سولفوريك اسيد 

تر در  بازده كم بيشترين مقدار بازدارندگي را از خود نشان داد.

pHتوان به از دست رفتن  را مي 7 – 8تر از   هاي بالاتر و كم

ساختارهاي مختلف پروتئين در حضور عوامل اسيدي و بازي 

  مربوط دانست. 

مولار  10-6هاي  نتايج اثرات بازدارندگي غيررقابتي محلول يون

شده  فلزات سنگين روي بازده محصول نيفيديپين در شرايط بهينه

=  7- 8و  C° 70آز، دماي  آنزيم اوره mg 10وره، مول ا ميلي 3

pH شد نيفيديپين دنبال  با مقايسه بازده جداسازي محصول

  ).2(شكل 

هاي فلزات  يوندهد كه  نشان مي 2خلاصه شده در شكل نتايج 

 ،+Hg2+>Ag+>Cu2+>Pb2+>Cd2سنگين با روند بازدارندگي 
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 

آمونياك از اوره توليد آز براي  باعث كاهش فعاليت آنزيم اوره

 +Hg2اند.  در آب و كاهش بازده محصول نيفيديپين شده

و توليد آمونياك را  آز اورهبيشترين اثر بازدارندگي براي آنزيم 

كه بيشترين كاهش مقدار آمونياك و در نتيجه  طوري دارد به

كاهش بازده محصول نيفيديپين مربوط به انجام آزمايش در 

 +Hg2هاي فلزات سنگيني مانند  يون حضور اين يون فلزي است.

توانند با ايجادكمپلكس قوي با بخش پروتئيني آنزيم آن  هم مي

آز را بگيرند و هم  اورهرا دناتوره كرده و جلو فعاليت آنزيم 

كنش با جايگاه فعال آنزيم آن را از كار  توانند با برهم مي

حضور آز در  اورهآنزيم بيندازند. با توجه به سريع رسوب كردن 

Hg2+ توان نتيجه گرفت كه اين يون فلزي سنگين باعث  مي

آز شده به طوري كه ديگر قادر به  اورهآنزيم دناتوره شدن 

 نيست.  كنش با سوبستراي اوره برهم

منظور بررسي اثر بازدارندگي مواد آلي، واكنش مدل براي  به

 2سنتز نيفيديپين در شرايط بهينه شده در آب با اضافه كردن 

كلرومتان  هاي آلي كلروفرم، استونيتريل و دي ليتر از حلال ليمي

  ).1مورد مطالعه قرار گرفت (جدول 

، بازده محصول نيفيديپين در 1بر اساس نتايج جدول 

شدت كاهش يافته   هايي كه حلال آلي وجود داشته به واكنش

كه بيشترين كاهش مربوط به حلال آپروتيك استونيتريل است 

هاي آلي و به طور ويژه استونيتريل  حلال جدول). 4(رديف 

كنش با بخش پروتئيني و يا فلز نيكل در جايگاه  توانند با برهم مي

فعال آنزيم، كل ساختار آنزيم يا قسمتي از آن را تخريب كنند 

كنش  آز است. هر چه ميزان برهم كه نتيجه آن دناتوره شدن اوره

آز دناتوره شده و  از اورهبيشتري آلي بيشتر باشد، درصد   حلال

يابد كه در نتيجه  عاليت آن براي توليد آمونياك بيشتركاهش ميف

در حضور اين مواد باعث كاهش شديد بازده محصول نيفيديپين 

در حضور محصول نيفيديپين شود. كمترين بازده  آلي مي

كنش بيشتر جفت ناپيوندي آن با  توان به برهم استونيتريل را مي

  آز مربوط دانست. ني و يا فلزنيكل اورهبخش پروتئي

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  
  اوره-آز اورهدرصد بازده نيفيديپين توليد شده از  بر: اثر دماي واكنش 1شكل

(دمـــــاي واكنـــــش (ســـــانتيگراد
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  سنتز نيفيديپين : اثر بازدارندگي فلزات سنگين روي بازده واكنش2شكل

  گيري بحث و نتيجه

هاي فلزات سنگين در  به دليل وارد شدن مواد آلي و يون

اثرگسترش تكنولوژي براي رفاه انسان و لزوم حفاظت از محيط 

سازگار براي توليد مواد شيميايي  زيست، فرآيندهاي زيست

  . )1(اهميت خاصي دارد 

) با 19-17نيفيديپين (داروي ضدفشار خون در اين راستا، سنتز 

آز در  اوره-سازگار اوره زيست منبع آمونياكي كاملاً استفاده از 

هاي قبلي در نظر  شرايط ملايم با كارايي بيشتري نسبت به روش

  گرفته شد. 

طريق واكنش تراكمي  ازكه اين دارو قبلاً لازم به ذكر است 

نيتروبنزالدهيد و يك منبع نسبتاً -2استواستات،  چهار جزئي متيل

هاي  حلالها و  در حضور كاتاليست )3-10(سمي آمونياكي 

كه مقداري مواد مضر به محيط زيست اضافه  )10-13(مختلف 

. بنابراين، بازده سنتز نيفيديپين  سنتز شده است )17-19(كنند  مي

عنوان معياري براي فعاليت آنزيم و  بهاوره -آز اورهدر حضور 

مقدار توليد آمونياك در نظر گرفته شد تا شرايط بهينه بر اساس 

   مشخص شود. و دماي واكنش pHآز،  اوره، اوره

در حضور مقادير  نيفيديپينبا مطالعه و بررسي واكنش سنتز 

از آنزيم  mg 25 -5مول اوره، مقادير مختلف  ميلي 5-1مختلف 

مشخص شد كه  0-9هاي pHو  C° 90-60آز، دماهاي  اوره

شرايط بهينه براي بيشترين بازده در كمترين زمان واكنش، به 

آز،  اوره mg/mL 10مول اوره،  ميلي 3ترتيب مربوط به به 

7=pH  و دمايC° 70  .است  

در سنتز نيفيديپين بررسي سرعت اين واكنش آنزيمي براي  

هاي مختلف فلزات سنگين، اسيدها و بازها و  ركنندهحضور مها

نشان داد كه فلزات بازده محصول هاي آلي بر اساس  حلال

ــدگي اوره آز بازدارنــــ
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سنگين و سولفوريك اسيد بيشترين اثر بازدارندگي آنزيم 

آز را براي توليد آمونياك دارند. بازدارندگي فلزات  اوره

و از ميان +Hg2+>Ag+>Cu2+>Pb2+>Cd2 سنگين روند

آز،  ين بيشترين اثر بازدارندگي براي آنزيم اورهفلزات سنگ

بازده سنتز نيفيديپين  كاهش ميزان توليد آمونياك و كاهش

آز  اورهآنزيم كه با دناتوره كردن  مشاهده شد +Hg2براي يون 

  شده است.   كنش آن با سوبستراي اوره و تجزيه آن مانع برهم

هاي آلي كلروفرم،  حلالآز در  فعاليت آنزيم اوره بازدارندگي

كلرومتان براي سنتز نيفيديپين در شرايط بهينه  استونيتريل و دي

	استونيتريل  بازدارندگي روندشده در آب نيز   >كلروفرم>

  كلرومتان را نشان داد.  دي

آز براي توليد  آنزيم اورهبر اين اساس، بيشترين كاهش فعاليت 

آپروتيك استونيتريل  سنتز نيفيديپين مربوط به حلالآمونياك و 

كنش بيشتر جفت  تواند از طريق برهم كه به طور ويژه مياست 

اش با بخش پروتئيني و يا فلز نيكل در جايگاه فعال  ناپيوندي

توليد آز را دناتوره و  آز ساختار آنزيم را تخريب، اوره اوره

  دهد. محصول نيفيديپين را كاهش بازده آمونياك و 

زيست  سازگاري كامل آن با محيط مزيت عمده اين فرآيند

عنوان ماده اوليه براي داروي ضدفشار  است كه آمونياك را به

خون نيفيديپين در آب و شرايط ملايم توليد كرده است. از 

تواند يك منبع بيولوژيك  اوره مي-آز جايي كه جفت اوره آن

براي توليد آمونياك باشد، سنتز ديگر تركيبات دارويي از اوره 

آز در آب و در شرايط كاملاً سازگار با  ور اورهدر حض

  زيست با بازده و خلوص بالا قابل انجام است. محيط

  تضاد منافع

گونه تضاد منافعي  دارند كه هيچ نويسندگان مقاله اعلام مي

  وجود ندارد.

  تشكر و قدرداني 

هاي مالي معاونت پژوهشي دانشگاه  نويسندگان مقاله از حمايت
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