
  :آزمون هاي كنترل كيفي سرمهاي درماني

در موسسه واكسن و سرم سازي رازي آزمون هاي مختلفـي جهـت تعيـين سـلامت و     

ايمني سرمهاي درماني تصفيه شده و ارزيابي دقيق عيار سرمها انجام مي دهند كـه ايـن   

  .آزمون ها به طور كلي به دو گروه فيزيكوشيميايي و بيولوژيكي تقسيم مي شوند

بـه  (، وزن خشك، نيتروژن پروتئين PHاندازه گيري : هاي گروه اول شامل آزمون

  .و غيره مي باشد) كجلدال و بيوره دو روش

آزمون پيروژني، سلامت و ايمني، پوتنسي و غيره مي : آزمون هاي گروه دوم شامل

  .باشد

در اين بخش ما به دليل مقايسه نمونه به دست آمده و تصفيه شـده توسـط دسـتگاه       

دياليز با نمونه اي كه موسسه به روش سنتي دياليز مـي كنـد آزمـون هـاي فـوق را در      

شرايطي يكسان براي هر دو نمونه انجام داديم و نتايج را با هم مقايسه كرديم كـه پـاره   

  .اي از اين آزمون ها و نحوه اجراي آنها را شرح داده ايم

در حوصـله ايـن پايـان نامـه و     ) فيزيكو شـيميايي (به دليل اينكه آزمون هاي گروه اول 

موضوع ارائه شده است لذا به ذكر اين آزمون ها و نحوه اجراي آنها بسنده شده اسـت  

و آزمون هاي گروه دوم  كه بيشتر جنبه پزشكي دارند را فقط به ذكر يكـي از آنهـا كـه    

  .ايم پوتنسي مي باشد اكتفا كرده
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  :PHغلظت يون هيدروژن 

متـر   PHبيان مي گردد و در همه موارد به كمـك   PHپارامتر غلظت يون هيدروژن با 

بـراي   PHلازم به ذكر است كه حدود قابـل قبـول   . اندازه گيري مي شود 1الكترونيكي

  .مي باشد 4/6-2/7سرمهاي درماني 

  Total Solid                : وزن خشك

در دمـاي  ليتر سرم در شرايط خـلاء درون آون   ميلي 1اساس آزمايش بر پايه قرار دادن 

Co37  ساعت و سپس توزين آن مي باشد 24براي مدت.  

 Protein Nitrogen      ) به روش كجلدال: (نتيروژن پروتئين

Content  

مثلا اين عنصـر  . نيتروژن در مواد گوناگون تحقيقاتي، صنعتي، كشاورزي يافت مي شود

اي سنتزي، كودها، مواد منفجره، خاكهـا،  را مي توان در آمينواسيدها، پروتئين ها، داروه

بنابراين روش هـاي تجزيـه اي بـراي تعيـين نيتـروژن      . آبهاي آشاميدني و رنگها يافت

  .خصوصاً در مواد آلي از اهميت زيادي برخوردارند

                                                           

1 - PH  و������	ا ��Radiometer  ل دا��رك -29�
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اين روش بر پايه . معمولترين روش براي تعيين نيتروژن مواد آلي، روش كجلدال است

اين روش، روشـي سـاده بـوده و بـه تجهيـزات      . وار استتتراسيونهاي خنثي شدن است

خاصي نياز ندارد و نيز مي توان آن را به سهولت براي تجزيـه معمـولي تعـداد زيـادي     

  .نمونه به كار برد

روش كجلدال، روش اسـتانداردي بـراي تعيـين مقـدار نيتـروژن در پـروتئين، غـلات،        

بـاً حـاوي درصـد يكسـاني از     گوشت و ساير مواد زيستي است، چون پروتئين ها تقري

بـراي گوشـتها،    25/6(نيتروژن هستند، لذا با ضرب اين درصد در يك عامـل مناسـب   

مي توان درصد پـروتئين نمونـه را بـه دسـت     ) براي حبوبات 7/5براي لبنيات،  38/6

  . آورد

اين آزمايش روي نمونه هاي پلاسما و فرآورده نهايي به روش كجلدال انجـام شـده و   

  .تروژن نمونه به دست مي آيدمقدار ني

اين آزمايش روي نمونه هاي پلاسما و فرآورده نهايي به روش كجلدال انجـام شـده و   

  .ميزان نيتروژن نمونه به دست مي آيد

ميلـي گـرم    25/6گرم پروتئين از  ميلي 25/6از آنجا كه هر يك ميلي  گرم نيتروژن از 

روژن پروتئين مي توان مقدار پروتئين را پس از اندازه گيري نيت. پروتئين فراهم مي شود

  .معلوم نمود
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17نمونه سرم ضد مار يـا عقـرب را برداشـته و آن را بـا      CC 1در اين روش  CC   سـرم

مخلوط كـرده و درون يـك    %100تري كلرواستيك  CC 2) كلرور سديم(فيزيولوژي 

بعد آن . دقيقه با آژيناتور با فاصله به هم مي زنيم 15ه آزمايش ريخته و براي مدت لول

 15براي مـدت    دور در دقيقه 2000را درون دستگاه سانتريفيوژ قرار مي دهيم با دور 

 10يـا   %40دقيقه، تا رسوب آن كاملا ته نشين شود بعد رسوب را با چند قطره سود 

ريختـه و بـا آب مقطـر آن را بـه حجـم مـي        25ژوژه نرمال حل كرده و در يك بالن 

  .رسانيم

2بعد  CC    6از اين محلول را در فيول ريختـه و بـه آن CC     از محلـول منيراليزاتـور مـي

تا  2براي مدت . سپس فيولها را درون زنبيل گذاشته و روي هيتر قرار مي دهيم. افزاييم

اول به رنگ تيره در مي آيد و بعد هنگامي كه بـه رنـگ   . روي هيتر مي ماند روز در 3

بعد اين محلـول غلـيظ سـبز    ) به صورت سبز غليظ(سبز تبديل شد آن را بر مي داريم 

8رنگ را برداشته و درون يك ارلن مـي ريـزيم و بـه آن     CC   محلـولNaOH ،40% 

  .الت ازت به آمونياك تبديل مي شوداضافه مي نماييم كه در اين ح

100درون يك بشر  CC 10، ما CC  قطره انديكاتور  2-3مي ريزيم و  %2اسيد بوريك

به آن مي افزاييم و مي گذاريم تا بماند و سپس اين محلول را قطره قطره به درون ارلن 

بعد توسط اسيد سولفوريك  برسد و 80اضافه كرده تا به حجم 
70

N     تيتر كـرده تـا بـه
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و از روي ميزان مصرف اسيد طبق فرمول زير مي توان ميزان . رنگ صورتي تبديل شود

  .ضرب شود ميزان پروتئين به دست مي آيد 25/6ازت را به دست آورد كه اگر در 

Txx −=′  

T : تي متر مكعب هرسان(ميزان شاهداست
42

SOH ،
70

N  0.2با حدود gr  ازت تركيب

  )مي شود و سولفات آمونيوم مي دهد

x :ميزان اسيد مصرفي
42

SOH در زمان تيتراسيون  

2

252.0
.

××′
=
x

PN  

Total protein= N.P * 6.25 

مصرف اسيد سولفوريك تيتر نماييم ميزان كل  CC 4را با  به عنوان مثال اگر ما محلولي

  .پروتئين به صورت زير محاسبه مي شود

8.32.04 =−=′x  

5.9
2

252.08.3
. =

××
=PN  

Total protein= 9.5 * 6.25 = 59.375 

  

  :طرز تهيه محلول منيراليزاتور
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105gr  6سولفات پتاسيم به اضافهgr لفات مس را با هم مخلوط كرده و سوCC 150 

اسيد سولفوريك غليظ را به آهستگي به آن افزوده و سپس آنها با آب مقطر بـه حجـم   

  .مي رسانيم 900

  :طرز تهيه انديكاتور

83mgr  17برموكروزول را باmgr  به حجم  %96متيل قرمز مخلوط كرده و با الكل

100 CC مي رسانيم .  

OHaqNHOHNH
234

)( +⇔+
−+  

)()(
33
gNHaqNH ⇔  

−+
+→+

324333
BOHNHNHBOH  

OHBONHHOHBOH
232332

+→+
+−  

لـذا نمونـه هـا بايـد فاقـد      . روش كجلدال به حضور سولفات آمونيـوم حسـاس اسـت   

  .سولفات آمونيوم باشد كه اين كيفيت با آزمايش كلرور باريم قابل بررسي است
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  :آزمون كلرور باريم جهت بررسي سولفات آمونيوم

آمونيوم پـس از ديـاليز     هدف اين آزمايش تأييد عدم حضور مقادير قابل توجه سولفات

به عبارت ديگر كامل بودن دياليز با منفي بودن نتيجـه ايـن آزمـايش معلـوم مـي      . است

  .شود

فرآورده نهايي تصـفيه   ئين انجام اين آزمايش از آنجا كه غلظت پروتئين يا نيتروژن پروت

به روش بيوره يا كجلدال انجام مـي گيـرد و هـر دو روش بـه حضـور يـون آمونيـوم        

نتيجه آزمايش مذكور اگر منفي باشد نشـانه حضـور   . حساس هستند حائز اهميت است

  .در نمونه است) حدود چند ميكروگرم در ليتر(مقادير بسيار ناچيز يون آمونيوم 

از نمونـه محلـول حاصـل ديـاليز را در لولـه       1mlروش كار بدين صورت اسـت كـه   

اضـافه مـي    %10كلـرو بـاريم    ml 1سرم فيزيولوژي و  8mlآزمايش ريخته و به آن 

  .شود

است و در غير اين صـورت   BaSO4اگر محلول حاصل كدر شود نشانه ايجاد رسوب 

ظـت يـون سـولفات در نمونـه     اگر محلول شفاف بود مي توان نتيجه مي گرفت كـه غل 

µبسيار ناچيز و كمتر از  g/Lit4 اين مقـدار بـا توجـه بـه ثابـت حاصلضـرب       . (است

13103/1(حلاليت سولفات باريم محاسبه گرديده است كه چيـزي در حـدود    −×=ksp 

  ) است
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اي در سـنجش   در اين شرايط غلظت يون آمونيوم نمـي توانـد خطـاي قابـل ملاحظـه     

  .غلظت پروتئين با روش هاي بيوره يا كجلدال ايجاد نمايد
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                               Biuret Method : تعيين غلظت پروتئين به روش بيوره

          

اساس اين روش مبتني بر اين واقعيت است كه در يك محـيط قليـايي امـلاح مـس دو     

Cu(ظرفيتي 
چنين واكنشي بـا كليـه   . ره كمپلكس رنگي ايجاد كنندمي توانند با بيو) +2

  .مواد پروتئيني كه حداقل داراي دو پيوند پپتيدي هستند نيز قابل اجرا است

 -اين محلول عبارت است از محلول سولفات مس در يك قلياي قوي، كـه رنـگ آبـي   

. دارغواني اين محلول به اطلاعاتي در مورد عدد كئورديناسـيون كمـپلكس بسـتگي دار   

Cuبين 
دي . و چهار اتم نيتروژن دو پپتيد يك همسايگي و مجاورت بوجود مي آيد +2

  .پپتيدها و اسيدهاي آمينه آزاد نمي توانند اين واكنش را صورت دهند
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  .اين صفحه براي رسم واكنش ها است
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  .دارد nm560-540كمپلكس حاصل بيشترين جذب را در طول موج 

غلظت پروتئين بيشتر شده و متناسب بـا آن شـدت   غلظت كمپلكس حاصل با افزايش 

  .جذب در اين طول موج افزايش مي يابد

غلظـت   nm560-540جذبي در طـول مـوج    1بدين ترتيب به كمك اسپكتروفتومتري

  .پروتئين محلول در نمونه تخمين زده مي شود

و ) CuSO4-5H2O(سـولفات مـس    gr5/1واكنشگر بيوره محلـولي اسـت محتـوي    

gr6 تاسيم تار تارت در سديم پml500  آب كه محلول)
v

w (10 %  هيدروكسيدسـديم

بـراي ذخيـره سـازي    . افـزايش مـي يابـد    lit 1به آن اضافه شده و حجم آن با آب بـه  

يديد پتاسيم به آن افزوده شده و در ظرف  1grطولاني مدت و حفظ قدرت واكنشگر، 

  . نگهداري مي شود) Co8(پلاستيكي و در محل تاريك و سرد 

  :نحوه آزمايش به اين صورت است كه

محلول  ml5/2سرم فيزيولوژي و  ml5/0مي سازيم كه محتوي  Blankما يك نمونه 

البته قبـل از  ) صفر مي نماييم(بيوره است و با اين نمونه نخست دستگاه را تنظيم كرده 

لولـه   8سپس در . قرار مي دهيم Co37يقه در دماي دق 15اين كار نمونه را براي مدت 

  .آزمايش نمونه هاي زير را مي سازيم

  

                                                           

ل  Joniorا����������  -  1�Instrument, 16A  coleman -     ������specto 

photometry - 1 
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8 7 6 5 4 3 2 1   Additions (ml) 

1.2 1.0 0.8 0-6 0.4 0.2 0.1 

 

 

- 

 

  Standard BSA 

(2mg/ml) 

0.3 0.5 0.7 0.9 1.1 1.3 1.4 

 

 

1.5 

 

  H2O (deionized) 

1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 

 

 

1.5 

 

  Biuret reagent 

  

  .درون آن قرار مي دهيم Co37دقيقه در دماي  15و براي مدت 

 nm 540را كـه در   UVاست دستگاه  Blankبعد با نمونه اول كه آن هم يك نمونه 

  .جذب، تنظيم شده صفر مي نماييم

ي درون دستگاه قرار مي دهيم و جذبشـان  را يكي پس از ديگر 8تا  2سپس لوله هاي 

را مي خوانيم و در دستگاه ثبت مي نماييم و نمودار گراف آن را رسم مـي نمـاييم كـه    

اگر به صورت  يك خط راست بود، نمونه هاي ما قابل قبول هستند و بعد نمونه سـرم  

روي  اصلي را درون دستگاه قرار داده و آن نمونه را آنقدر رقيق كـرده كـه جـذبش در   
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بعد عدد جذب نشان داده شده را ) در محدوده جذب باشد. (خط راست قرار مي گيرد

  .در مقداري كه رقيق كرده ايم ضرب كرده و ميزان پروتئين حاصل به دست مي آيد

سه لوله آزمايش مطـابق زيـر   . روش ديگري هم وجود دارد كه به صورت زير مي باشد

  .آماده مي شود

واكنشگر  ml5/2نمونه مورد آزمايش به علاوه  ml5/0محتوي ): Test( 1لوله شماره 

  بيوره

از محلـــول پـــروتئين اســـتاندارد  ml5/0محتـــوي ): Standard( 2لولـــه شـــماره 

)mg/ml6 ( به علاوهml5/2 واكنشگر بيوره.  

واكشـنگر   ml5/2سرم فيزيولـوژي بعـلاوه    ml5/0محتوي ): Blank( 3لوله شماره 

  بيوره

ابتـدا دسـتگاه   . دقيقه قـرار مـي دهـيم    30براي مدت  Co37دماي  تمامي لوله ها را در

در طـول   2و  1اسپكتروفتومتر را با بلانك صفر كرده و سپس ميزان جذب لوله هـاي  

  .اندازه گيري مي شود nm560-540موج 

  :براي محاسبه غلظت پروتئين از رابطه

  

6*  

    1مقدار جذب لوله شماره 

ــر =  ــت پ ــايش   غلظ ــورد آزم ــه م وتئين نمون

(mg/ml)  

  2مقدار جذب لوله شماره 

  .به دست مي آيد
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 mg/mlحساسـيت روش بيـوره   (غلظت پروتئين نمونه مورد آزمايش به روش بيـوره  

باشـد، در غيـر ايـن     mg/ml 6-1هنگامي به مقدار واقعي نزديك است كه بين ) 6-1

  .را در حدود دامنه مذكور قرار دادصورت مي توان با غليظ يا رقيق كردن، غلظت آن 
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                              : آزمون پوتنسي

Potency  

اين آزمايش به منظور تعيين قدرت سرمهاي درمـاني ضـد سـم در خنثـي سـازي سـم       

هنگامي كه مقدار معيني سم استاندارد، با رقتهاي مختلف سـرم ضـد   . صورت مي گيرد

واكنش بدن حيوانات در برابر سم با بعضي  .سم مخلوط شود  و به حيوان تزريق گردد

بدين ترتيب حداقل مقدار سرم ضد سم براي خنثي . رقتهاي ضد سم سركوب مي شود

  .كردن اثر سم تعيين مي شود

اساس اين آزمايش بدين صورت است كه تعـدادي مـوش را انتخـاب كـرده و آنهـا را      

درست كرده و سـپس آن را   دزهاي مختلفي از سم را. براي تزريق سم آماده مي نماييم

به بدن حيوان همراه با پادزهر تزريق كرده كه تزريق از ناحيـه دم مـوش صـورت مـي     

ساعت به حال خود مـي گـذاريم و پـس از ايـن      24سپس موشها را براي مدت . گيرد

مدت به سراغ موش ها رفته و تعداد تلفات را مشاهده كرده و حداقل دزي را كه سـرم  

  .ثي نمايد مشخص مي نماييمتوانسته سم را خن

عمل تزريـق صـورت مـي گيـرد كـه       0.1 , 0.2 , 0.3.…بدين ترتيب كه در دزهاي 

  .نحوه تهيه سم به صورت زير است

 CC1مـي رسـانيم و بعـد     CC1سم مار را به حجـم   ml 0.1ما به ميزان  0.1براي سم 

مي افزاييم و سپس عمل تزريق را انجام مـي دهـيم كـه بـه هـر      سرم فيزيولوژي به آن 
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0.5موش  CC هر دز را به سه عدد موش تزريق . از ناحيه رگ دم موش تزريق مي شود

موش سالم باشند سرم ضد مار توانسـته آن دز را   2مي كنيم كه در صورتي كه حداقل 

  .خنثي نمايد و قابل قبول است

كه در قفس دزها با هم قاطي نشوند و بتوان فهميد كـه كـدام مـوش چـه دزي     براي اين

موش ها را رنگ كرده تا با هم قاطي نشوند، هر دز يـك رنـگ   . بهش تزريق شده است

  .مي شود

  .اين آزمون مويد تاثير درماني سرم ضد سم در غلظت هاي درماني است
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