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oz

Ari zehri (bee venom, apizehir) acik renkte, kokusuz, sivi bir madde olup, keskin, aci bir tada sahip bir
peptit ve protein karisimidir. Biyolojik aktif degeri yiiksek ¢cok sayida peptit ve proteinden olusan ari
zehri apiterapi uygulamalar i¢in ¢cok degerlidir. Kozmetikten apiterapi uygulamalarina kadar ¢ok
sayida kullanim alani bulan ari zehrinin kullaniimadan 6nce kalitesinin test edilmesi gerekir. Ari zehri
analizi HPLC, LC-MS/MS, MALDI-TOF gibi ileri analiz yontemleri ve laboratuvar donanimi
gerektirmektedir. Yapilan bu calismada, ari zehrinin pratik ve ucuz yolla teshis edilmesine imkan
saglayan metot gelistirildi. Taze toplanan ari zehrinin ham protein miktar ile sodyum dodesil siilfat-
poliakrilamid jel (SDS-PAGE) elektroforez kromatografisi yapildi. Toplam protein miktari %66 olarak
bulunan ar zehrinin SDS-PAGE ile ii¢ 6nemli protein bandi elde edildi. Molekiil agirliklar yaklasik 30
ve 40 kDa iki kiigiik ve molekiil agirhgi yaklasik 4 kDa olan biiyiik bir protein bandi elde edildi. Ari
zehrinin yaklasik %60’in1 olugturan melittin kiigiik molekiil kiitlesinden dolayi en uzaga yiiriiyen bant
olup (4 kDa.dan kiigiik) molekiil agirhg 30-40 kDa arasinda olan iki kiiciik bantin hyaluronidaz,
fosfolipaz A2 enzimlerine ait olugu tespit edildi. Sonu¢ olarak, SDS-PAGE elektroforez teknigi ari
zehrinin pratik olarak teshis edilmesine uygun bir yontem oldugu goérilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Ari zehri, SDS-PAGE elektroforez, melittin

ABSTRACT

Apitoxin called or bee venom is light color, odor-free, liquid, its taste is bitter and apitoxin is a
protein mixture. Peptites and protein of the bee venom have many biological activities and its very
important for apitherapic applications. Bee venom is used in many areas like apitherapeutic
applications and cosmetics, and should be analyzed before uses. Bee venom analyzed need
sophisticated analyzed techniques, such as HPLC, LC-MS/MS, MALDI-TOF and developed
equipment. In this study, an identification method of bee venoms was developed, and this method
provides us to identify bee venoms in a cheap and simple way. Crude protein amont and sodium
dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) of the fresh collected bee venom
was analysed. Total protein content of the sample was 66% and three important protein bands was
obtained. Two small bands of nearly 30 and 40 kDa and a big band of nearly 4 kDa was obtained of
the SDS-PAGE. The smallest band (4 kDa) represents melittin, which forms approximately %60 of
dried bee venom, because of the small molecular mass of melittin. Also, the other bands (30 and 40
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kDa) represent hyaluronidase and phospholipase A2, which are characteristic proteins of bee venom.
In conclusion, SDS-PAGE gel electrophoresis is very suitable for determination identification bee

venom that was a practical way.

Key word: Bee venom, SDS-PAGE electrophoresis, melittin

GiRiS

Bal, polen, propolis, ari sutl, ari zehri gibi ar
drtnlerinin insan saghgi igin her tarli kullanimi
apiterapi olarak adlandirmakla birlikte bu ydntem
geleneksel ve tamamlayici tibbin  6nemli bir
pargasini olusturmaktadir (Stangaciu, 2006; Zumla
ve Lulat, 1989). Apiterapinin kdkeni insanlk tarihi
kadar eski olup ilk kayith metinler 6000 yil
Oncesindeki antik Misira kadar dayanmaktadir.
Apiterapi uygulamalarinda ari zehrinin yeri olduk¢a
farkli olup daha ¢ok canli arinin kullanildigi ari
sokmasi olarak bilinen tedavi yontemleri
guinimizde Cin, Kore, Rusya, Romanya, Ukrayna,
Dogu Avrupa ve Guney Amerika gibi dinyanin pek
cok yerinde yaygin olarak kullaniimaktadir (Kim ve
ark., 1997; Molan, 2006; Moolenaar ve ark., 2006;
Lee ve ark., 2005).

Arilar, Hymenoptera takiminin Aculeata grubunda
Apoidea Ust familyasinin  bir bdlimi olan
Apiformes’i  olusturan bdceklerdir.  Yeryilzinde
simdiye kadar tanimlamasi yapilmis 18.000’e yakin
ari  tirt  bulunmaktadir  (Michener, 2007).
Hymenoptera takimi Gyeleri insanlar igin zehirli olan
en dnemli bécek gruplarindan biridir. isci arilarda
bulunan ovipozitérin (yumurtlama organi) yapisal
degisiklige ugrayarak, savunma amacli kullanilan
kompleks bir yapiya olan ari ignesine doénusdar.
Zehir miktari isci arilar 2-3 haftalik oldugunda
maksimum seviyeye ulasir, daha sonra giderek
zehir miktari azalir (King ve Guralnick, 2004; White,
2000). igneyle birlikte isci ari zehir kesesini,
kaslarini ve sinir merkezini kaybeder. Vicudunun
onemli bir béliminu kaybeden ari 2-4 saat iginde
Olur (White, 2000).

Ari zehri, arilarin zehir torbasinda olusan ve
icerisinde baslica melittin, apamin, MCD-peptidi,
histamin, hyaluronidaz, fosfolipaz A2 bulunan,
keskin kokulu, aci tatta, sarimtirak renkte, sivi,
hava ile temas edince ¢abuk kuruyup kristalize olan
bir karisimdir (Anonim, 1989). Ar zehri eski
caglardan gunimuize kadar daha ¢ok agri azaltici
ve iltihapli romatizmal hastaliklara karsi tedavi edici
olarak kullanilmaktadir (Billingham ve ark., 1973).
Son yillarda ar zehri tedavisi 6zellikle romatoid

artrit, multiple sclerosis (MS), kanser ve zona
tedavileri igin destekleyici tedaviler sunmaktadir
(Park ve ark., 2004; Son ve ark., 2007; Putz ve ark.,
2006; Gajski ve ark., 2014; Kim ve ark., 2015).

Ari  zehri toplanmasinda birka¢c farkli yontem
kullaniimakla birlikte elektrosok yontemi en yaygin
kullanilan yéntem olup en ylksek verimin alindigi
tekniktir (Ozbek, 1990, Golden ve ark., 1997). Bu
teknikte 12 voltluk akim ile toplanan zehir, cam
levhadan bir suire sonra opak bir toz olarak kazinir.
Zehir, rutubet ve isiktan korunursa uzun yillar
muhafaza edilebilir. Aksi takdirde oksidasyona bagh
olarak, rengi beyazdan kahverengi ve sariya
dénusur ve oksidasyon ile terapdtik etkisi azalir
(Atayoglu, 2012). Ari alerjisi olan hastalarin
%50’den fazlasinda IgE antikorlarinin olusturdugu
ar1 zehri protein ve enzimlerine karsi olusan majér
alerjenlerden ileri gelmektedir. Balarisi zehrinde
bulunan major alerjenler fosfolipaz A2 (Api m1),
hyaluronidaz (Api m2), dugstuk molekiler agirlikli bir
protein olan Api m6, asit fosfataz, allerjen C ve
yuksek molekul agirlikh bazi proteinlerdir (Gékmen,
2008; Kelle, 2007).

Ari zehri bilesiminin yaklasik %88'i su olup geri
kalan kismi peptitler, polipeptitler, enzimler,
aminler, lipitler, sekerler ve amino asitler
olusturmaktadir (Chen ve Lariviere, 2010; Danneels
ve ark., 2015; Son ve ark, 2007). Melittin major ari
proteini olup 26 aminoasitten olusan molekl
agirhgr yaklagik 3 kDa olan ve ari zehri kuru
agirhiginin - %50-60'in1  olusturur. Fosfolipaz A2
(%10-13), hyaluronidaz (%2) enzimleri ile apamin
(%2-3), MCD peptid (%2-3), sekapin (%0,5-2),
pamin (%1-3) peptitlerini olusturur (Moreno ve
Giralt, 2015; Bogdanov, 2016).

Bugline kadar ari zehri karakterizasyonu igin cesitli
kromatografik yontemler gelistiriimis olup bunlar
arasinda ince tabaka kromatografisi, kapiller
elektroforez, ylksek basingli sivi kromatografisi
(HPLC), ultra performans sivi kromatografisi (UP-
LC), MALDI-TOF  teknikleri bulunmaktadir
(Pacakova ve ark., 1995; Kokot ve Matysiak, 2009;
Rybak-Chmielewska ve Szczésna, 2004). Ancak,
bu analiz teknikleri ¢gok az sayida laboratuvarda
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yapilabilen ¢ok sofistike yOntemler olup maliyet
gerektirirler. Apiterapik uygulamalarda ve Ozellikle
ari zehri tagsisinin énlenmesi amaciyla pratik bir
yontem bulunmasi faydali olacaktir. Bu amagla,
sunulan galismada hemen her biyokimya
laboratuvarinda bulunabilen ve pratik ve ucuz bir
yontem olan sodyum dodesil silfat-poliakrilamid jel
(SDS-PAGE) elektroforez ile ari zehri analizi
yapildi.

MATERYAL VE METOT
Ari Zehrinin Temini

Calismada kullanilan ari zehirleri farkli zamanlarda
Zonguldak bélgesi aricilar birligi (ZAYBIR), Artvin
ve Ankara bdlgesi aricilarindan arastirma amaglh
temin edildi. Temiz ve kuru koyu renkli cam bir
sisede -20°C’de muhafaza edildi.

Sekil 1. Kullanilan ari zehri érnekleri

Cihaz ve Kimyasallar

Kullanilan cihazlar SDS-PAGE icin Bio-Rad Mini
(Sigma, England), protein tayini igin UV-VIS
Spektrofotometre (Thermo Scientific Evolution™
201, UV-VIS Spectrophotometer, USA), pH metre
(Mettler Toledo, Schwerzenbach, Switzerland),
calkalayici (Heidolph Promax 2020, Schwabach,
Germany), etiv (NUve, EN 400, Turkiye), hassas
terazi (Presica LX 320 A, Dietikon, Switzerland)
kullanildi.

Sodyum dodesil sulfat (SDS), bovine serum
albimin (BSA), fosfomolibtik asit, amonyum
perstuilfat, gliserol, glisin ve marker protein karigimi
Sigma-Aldrich Chemie, Germany firmasindan satin
alindi.N,N,N ,N”-Tetrametiletilendiamin TEMED,
akrilamid, N,N’-metilen bisakrilamid, Coomassie
Brillant Blue G 250 reaktifi, bromofenol mavisi, 8-
merkaptoetanol, Coomassie Brillant Blue R 250 ve
metanol Merck, Germany firmasindan satin alindi.

Protein Tayini

BSA standardi kullanilarak Bradford ydntemine
gore spektrofotometrik olarak toplam protein miktari
tayin edildi (Bradford, 1976). Bu teknikte negatif
yuklih Coomassie Brillant Blue G 250 reakiifi

proteindeki pozitif yukli gruplara baglandiginda
mavi renk alir ve 590 nm’de absorbans verir. Sigir
serum albimini (BSA) standart olarak kullanilarak
konsantrasyona karsgi absorbans grafiginin egrisi
hazirlanarak tayin yapildi. Ari zehri %0.9 NaCl de
¢6zUnduraldu.

Protein Elektroforezi

Klasik SDS-PAGE protein elektroforez teknigine
gbre tayin yapildi. Galismada %59S’lik yigma jeli ve
%8, %10, %12 ve %15 ayirma jelleri kullanilarak en
iyi ayirnmin yapildigi jeller tespit edildi.

Jellerin hazirlanmasi

Elektroforez camlar etil alkol ile temizlendikten
sonra cam levhalar elektroforez sistemine
yerlestirildi. Tablo. 1’de oranlari verilen doért farkli
ayirma jeline %5, 10-12-15lik TEMED ilave
edilerek polimerlesme baslatildi. Polimerlesmenin
baslatiimasiyla birlikte hazirlanan jel cam levhalar
arasina dokdldi hava ile temasi kesildi.
Polimerlesmenin tamamlanmasi icin 1 saat kadar
beklendikten sonra jelin Uzerine %9%’lik yigma jeli
hazirlandi ve dékildi. Cam levhaya dokilen yigma
jelinin Gzerine kuyucuklar olusturmak igin taraklar
kondu ve hava kabarcigi kalmamasina dikkat edildi.
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Elektroforez hazirlanmasinda yapilan pipetlemeler
Tablo 1’de 6zetlendi.

Elektroforezde kullanilan ¢ozeltiler

Ayirma Jeli Tamponu (1,5 M Tris-HCI): 9,085 g Tris
45 mL saf suda ¢ozildi, pH’si 8,80’e ayarlandi,
hacmi 50 mL’ye tamamlandi ve 4°C’de saklandi.

Yigma Jeli Tamponu (1 M Tris-HCI): 6,057 g Tris 45
mL saf suda ¢oziildl, pH’si 6,80°e ayarlandi, hacmi
50 mL’ye tamamlandi ve 4°C’de saklandi.

SDS Cozeltisi (%10): 5 g SDS saf suda ¢o6zilip
hacmi 50 mL’ye tamamlandi.

Amonyum Persiilfat (APS) Cozeltisi (%10): 1 g APS
saf suda ¢dzulip hacmi 10 mL’ye tamamlandi ve
hazirlanan ¢ozelti -20°C’de saklandi.

N,N,N',N'-Tetrametiletilendiamin (TEMED): Orijinal
sisesinden kullanildi.

Akrilamid/Bisakrilamid  Cézeltisi (%30): 29,2 ¢
akrilamid ve 0,8 g N,N’-metilen bisakrilamid saf
suda ¢6zulip hacmi 100 mL’ye tamamlandi.

Gliserol Cézeltisi (%80): 80 mL gliserolin hacmi saf
su ile 100 mL’ye tamamlandi.

Bromofenol Mavisi (%0,1): 10 mg bromofenol
mavisi saf suda ¢o6zildi ve hacmi 10 mlL'ye
tamamlandi.

SDS-PAGE Yiikleme Coézeltisi: 150 yL 1 M Tris-HCI
(pH 6,8), 400 pL %10 SDS, 100 pL %0,1

Tablo 1. Elektroforez jeli i¢in kullanilan madde miktarlari

bromofenol mavisi, 250 pL %80 gliserol ve 60 uL B-
merkaptoetanol'iin  karistirimasi ile hazirlandi,
kisimlara ayrilarak -20°C’de saklandi.

SDS-PAGE Yiiriitme Tamponu: 7,2 g glisinve 1,5 g
Tris yaklasik 480 mL saf suda ¢ozlldikten sonra
Uzerine 10 mL SDS (%10) ¢ozeltisi ilave edildi. pH
8,30’a ayarlandi ve g¢ozeltinin hacmi 500 mL’ye
tamamlandi.

Jel Boyama Coézeltisi: 1 g Coomassie Brillant Blue
R 250’nin 62,5 mL glasiyal asetik asit ve 93,5 mL
metanol iginde ¢dzllmesi ile hazirlandi.

Ari zehrinin elektroforez icin hazirlanmasr: 1 mg/mL
konsantrasyonda %0,9 NaCl'de ¢oOzelti hazirlandi.
Elektroforez kuyucuklarina 50 uL enjekte edildi.

Jele uygulanacak olan érnekler ve standart, érnek
tamponuyla uygun seyreltmeler yapilarak etlivde
95°C’de 5 dakika bekletildi. Jel Uzerindeki tarak
clkartilarak, jel tamamen tampon igerisinde kalacak
sekilde elektroforez kiivetine yerlestirildi  ve
kuyucuklara érnekler yiklendi. Gi¢ kaynagi ile jele
100 V ve 30 mA elektrik akimi verilerek proteinlerin
ayrisma islemi gerceklestiriidi. Cam plakalar
arasindan  c¢ikartilan  jelin  boyanmasi igin
Coomassie Brillant mavisi kullanildi. Jel, boya ile 10
dakika ve calkalayicida 70 rpm’de calkalandi.
Boyamadan sonra jeldeki fazla boya ykama
¢ozeltisi ile 70 rpm’de bantlar goérinir hale gelene
kadar yikandi.

Bilesenler %5’lik Yigma Jeli (mL) %12’lik Ayirma Jeli (mL)

Saf Su 2,7 3,3

%30’luk akrilamid/bisakrilamid 0,67 4,0

1,5 M Tris Tamponu (pH 8,8) -- 2,5

1,5 M Tris Tamponu (pH 6,8) 0,5 --

%10’luk Amonyum persuilfat 0,04 0,1

SDS (%10 w/v) 0,04 0,1

TEMED 0,005 0,004

BULGULAR edildi. Elektroforez igin %10’luk SDS kullanildi ve

Calismamizda oncelikle Bradford (1976) yontemiyle
ar1 zehrindeki toplam protein miktari tayin edildi ve
kuru agirlik basina %66 ham protein oldugu tespit

yuritme hem %10’luk hem de %12’lik SDS-PAGE
jelinde yapildi. 100 V ve 30 mA elektrik akimi
verilerek proteinlerin ayrisma islemi gerceklestirildi.
Cam plakalar arasindan cikartilan jel Coomassie
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Brillant mavisi ile 10 dakika ve 70 rpm’de
calkalanarak muamele edildi. Boyamadan sonra
jeldeki fazla boya yikama c¢dzeltisi ile 70 rpm’de
bantlar gérinur hale gelene kadar yikandi ve
fotograflandi. SDS-PAGE elektroforez sonucunda
jel Uzerinde U¢ bant géruntilendi. Molekal agirligi
30 ile 40 kDa arasinda iki kiglk protein bandi ve
molekdl agirhigr 4 kDa.dan daha kuglk, yogun bir
protein bandi olustugu goérildi. Elde edilen g
6nemli bandin molekdl agirhdr 30-40 kDa
arasindaki bantlar sirasiyla hyaluronidaz, fosfolipaz
A2 enzimleri molekdl agirliklari buyik oldugdu igin
fazla ylrimemis, en buylk bant olan melittin ise
molekdl agirhi@ kuguk oldudu igin en uzaga
yurimastir. Sekil 2’de elektroforez sonucu elde
edilen SDS-PAGE elektroforez kromatogrami
gOsterilmektedir. Ari zehri toplam proteinlerinin
%60’tan fazlasini melittinin olusturdugu
gorualmektedir.

40 kDa

30 kDa

20 kDa

10 kDa

3 kDa

AZ3 A72 AZl M

Sekil 2. Ar zehri igerigindeki proteinlerin SDS-
PAGE incelenmesi

TARTISMA

Literatirde melittin tayini icin ylksek performans
sivi kromatografisi (Szokan ve ark., 1994) ve
kapiler elektroforezine (Pacakova ve ark., 1995)
dayanan analitik metotlar bulunmaktadir. Ari zehri
bilesiminin aydinlatiimasina yoénelik yapilan bir
calismada HPLC ile bilesenleri olan apamin,
fosfolipaz A2, melittin ayrildig bildirilmistir. (Rybak-
Chmielewska ve Szczésna, 2004). Bu calismada
apamin, fosfolipaz A2 ve melittin ayrilmasinda, en
az 180 A gozenek capina sahip C18 kromatografik
kolonun en uygun oldugu goézlemlenmistir,
balarisinin zehir bilesiklerinin ortalama %65 mellitin,
%13 fosfolipaz A2 ve %3 apamin oldugu rapor
edilmektedir. Farkli mevsimlerde elde edilmis ari
zehri orneklerinin melittin icin istatistiksel agidan
onemli farklilik gosterdigi bildirilmistir. Yapilan bir
baska calismada ar1 zehrinin kapiller elektroforez ile
analizi gergeklestirilmis olup bu analiz sonuglarinin
HPLC de farkh oldugunu ve ayirimlar arasinda
farkliliklarin bulundugu ifade edilmistir (Zenon ve
ark. 2011).

Elektroforez teknigi, proteinleri molekul agirhgi ve
yuklerine gére ayirmaya yarayan bir kromatografik
analiz yodntemi olup, karigimlardaki proteinlerin
ayriimasinda, saflastirilmalarinda ve
karakterizasyonlarinda kullaniimaktadir.
Elektroforez ayrica klinik biyokimyanin 6nemli
araglarindan biri olup, kan serum ve plazma protein
ve lipoproteinlerin analizlerinde de aktif olarak
kullaniimaktadir (Longsworth ve Maclnnes, 1940).
Dogal-PAGE ve SDS-PAGE olarak iki farkli bigcimde
kullanilan elektroforez bilimsel ¢alismalarda saflik
kontroll, molekul agirhdi tayini ve proteinlerin alt
birimlerinin  tespiti  gibi pek ¢ok amacla
kullaniimaktadir. Bir deterjan olan sodyum dodesil
sulfat (SDS) negatif ylklerce zengin olup
proteinlerin toplam yuklerinin negatif olmasina yol
acarak onlart molekul agirhigi esasina gore
ayrilmalarini saglar. Bu nedenle, proteinlerin alt
birimlerinin ayriimasinda ve toplam yuklerinin
negatif yukle yuklenmesinde siklikla
kullaniimaktadir. Bir ¢Ozeltide bulunan proteinlerin
%10’luk SDS ile muamele edilmesiyle alt birimlerine
ayrilarak her bir alt birim negatif yukle ylklenerek
polipeptitlerin  molekil agirhgina goére ayriimasi
saglanir. Ancak bu calismada en ideal ayrimin
%12’lik SDS-PAGE sonucunda oldugu ve ancak Ug¢
proteinin  bandinin elde edilebildigi bulundu.
Protein bantlarinin molekdl agirliklarinin standart
protein karisimi  kullanilarak tayin edildiginde
yaklasik 3 kDa buylk bant ile 30 kDa ve 40 kDa.luk
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iki kigik bandin oldugu tespit edildi. Melittin 26
amino asitten olusan bir peptit olup elektroforezde
en uzaga go¢ eden ve toplam ari zehri
proteinlerinin %60’tan fazlasini olusturdugu, diger
iki belirgin bandi ise proteinin kuru agirigin yaklasik
%10’unu olusturan 30 kDa fosfalipaz A2 ve 40
kDa'luk hyaluronidaz enzimlerine ait oldugu
dusundlmektedir.

Ari zehrinde 15-20'den fazla sayida peptit ve
protein bulundugu bildirilmektedir. Anca SDS-PAGE
elektroforezi ile bu bantlar tam olarak ayirmak ve
g6rmek mumkin degildir (Bogdanov, 2016). Cunku
bu SDS karisimdaki proteinleri alt birimlerine
ayirarak toplam vyiklerini esitledigi icin molekdil
agirhgi birbirine yakin bantlarin Ust Gste cakistigi
dUsundlmektedir. Tam bir ayirm saglanmasi igin
mutlaka LC-Tandem Mass, kapiller elektroforez,
Maldi-TOF gibi ileri ayrima tekniklerinin kullaniimasi
gerekir. Ancak, bu calisma ile her Ug¢ ar zehri
orneginin benzer kromatogramlar olusturmasi pratik
olarak ari zehri teshisinde dénemli bir ipucu veya
parmak izi olarak kabul edilebilir.

Sonug olarak bu ¢ protein varligindan yola ¢ikarak
SDS-PAGE protein elektroforezi ile bir karisimin ari
zehri olup olmadigini tespit etmek mimkiin olabilir.
Bu bakimdan SDS-PAGE elektroforez teknigi pratik
ve ucuz bir ydntem olarak kargimiza ¢ikmaktadir.
Ancak daha ileri ayirm ve tetkikler icin ileri ayima
teknikleri ile fosfalipaz ve hyaluronidaz enzim
aktiviteleri de kullaniimasi uygun olabilir.

TESEKKUR

Bu galismada kullanilan ari zehirleri 1142370 nolu
TUBITAK projesindeki apiterapik arastirmalar igin
toplandi. Bu calismada kullanilan ari zehirlerinin
temin edilmesinde emegdi gegen aricilara tesekkir
ederiz.
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EXTENDED ABSTRACT

Bee venoms are important natural protein mixtures
in traditional medicine. The amount of venom in the
body of a bee depends on season and the kind of
bee, and the amount is generally between 0.05
mL/bee and 0.30 mL/bee. Bee venoms have
pharmacological importance, and bee venoms
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consist of lots of peptides and proteins. In recent
years, bee venoms have used in cosmetics and
pharmaceutical industry. Therefore, bee venoms
are launched to the market as different productions.
However, the productions of bee venoms must be
tested in point of their qualification before they
reaches the costumers. Actually, there is not a
certain way to recognize whether a production is
made of bee venom or not, and advanced analysis
techniqgues like HPLC, LC-MALDI-TOF and
capillary electrophoresis are mostly used in order to
identify these productions. Also, the
characterization of bee venoms can be done by
using the characterization techniques of some
enzymes like phospholipase, hyaluronidase and
glucosidase. However, these techniques are very
expensive and also require lots of experiences in
this field. As a result of these requirements, in this
field, there is a need for a simple technique in order

to identify bee venoms. In this study, a new
identification method of bee venoms was
developed, and this method allows us to identify
bee venoms in a cheap and simple way. Firstly, the
total amount of protein in bee venom was
determined as 66%. Subsequently, qualitative
analyses of the bee venom were fulfilled by using
Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide  Gel
Electrophoresis (SDS-PAGE). With 12% of
separation gel and 10% of SDS gel, two protein
bands whose molecular weights are between 30
and 40 kDa. were obtained, and also a dense
protein band being under 4kDa. was obtained.
Because of the small molecule mass of melittin,
which involves approximately 60% of mixture of bee
venom, the outmost band under 4 kDa. and the
bands between 40 and 30 kDa. represent
hyaluronidase and phospholipase A2 which are
characteristic proteins of bee venom.
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