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В настоящее время является актуальным разработка метода количественного определения мелиттина 
не только в образцах пчелиного яда, но и в продуктах его переработки. Целью нашего исследования является 
изучение физико-химических характеристик основного компонента пчелиного яда – мелиттина. А также 
разработка методики количественного определения мелиттина в образцах пчелиного яда и в фармацевти-
ческих продуктах, полученных на основе пчелиного яда: крем «Софья с пчелиным ядом» и препарат «Апи-
зартрон». Материалы и методы. Объектами исследований являлись пчелиный яд и мелиттин, а также 
образцы мази «Апизартрон» и крема «Софья с пчелиным ядом®», соответствующие требованиям норма-
тивной документации, серийно выпускаемые отечественными и зарубежными производителями. УФ-спектр 
мелиттина и пчелиного яда регистрировали на спектрофотометре СФ 103 в кварцевых кюветах толщиной 
1 см. ИК-спектры исследовали на приборе ИК-Фурье – спектрофотометр ФСМ-1201 ООО «Инфраспек». 
Определение чистоты мелиттина проводили методом хроматографии. Результаты и обсуждение. Для ме-
литтина, как референтного образца и основного компонента пчелиного яда, были установлены основные 
физико-химические характеристики. Установлена Tпл. = 190ºС. В УФ-спектре наблюдаются максимумы по-
глощения, соответствующие 2 пикам: λ max = 225±2 нм и 285±2 нм. В качестве аналитической длины волны 
необходимо выбрать пик λ=285 нм, так как пик с λ=225 нм связан с поглощением света внутренним (экра-
нированным) бензольным кольцом молекулы триптофана. Характер кривой и положение максимумов спек-
тров мелиттина и раствора яда совпадают, что позволяет использовать мелиттин в качестве стандарта 
для спектрометрического количественного определения действующих веществ в пчелином яде и препаратах 
на основе пчелиного яда. Заключение. Разработанная спектрофотометрическая методика количественного 
определения мелиттина в пчелином яде валидирована по показателям специфичность, правильность, предел 
обнаружения, предел количественного определения, линейность. 
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Introduction. Nowadays, it is vitally important to develop a method for quantifying melittin not only in apitox-
in samples, but also in the products of its processing. The aim of our study is to investigate physical and chemical 
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ВВЕДЕНИЕ. В последнее десятилетие наблю-
дается некоторое повышение интереса к продуктам 
пчеловодства [1–7]. Именно в наши дни апитерапия 
переживает свое второе рождение. История пчел и 
их продуктов не только не закончена, напротив, с на-
учной точки зрения, она только начинается [8–14]. 
Люди поняли, что никакая химия не заменит им нату-
ральный природный материал, и стали возвращаться 
к препаратам, изготовленным на естественной осно-
ве. В нас снова оживает опыт прошедших веков поко-
лений, использовавших пчелиные продукты в лечеб-
ных целях. Поэтому на современном этапе являются 
достаточно актуальными исследования как состава 
пчелиного яда, так и его основных компонентов [15–
29]. Кроме того, необходимо разработать современ-
ный, доступный и простой метод анализа пчелиного 
яда и фармацевтических продуктов на его основе.

ЦЕЛЬЮ нашего исследования является изу-
чение физико-химических характеристик мелитти-
на – основного компонента пчелиного яда. Также 
разработка методики спектрофотометрического ко-
личественного определения мелиттина в образцах 
пчелиного яда и в фармацевтических продуктах, по-
лученных на основе пчелиного яда.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ. Пчелиный яд. Все 
образцы пчелиного яда для исследования были пре-
доставлены Сердиным Юрием Павловичем – инди-
видуальным предпринимателем Краснодарского края 
города Майкопа. Представленные образцы – это свет-
ло-желтые порошки с резким характерным запахом и 
горькие на вкус, растворимые в воде, растворах кис-
лот и спиртовых растворах различной концентрации. 
Яд имеет кислую реакцию (рН 4,5–5,5).

Мелиттин. Референтный образец был предостав-
лен Аналитическим центром химического факульте-
та Московского Государственного Университета име-
ни М.В. Ломоносова.

Мазь «Апизартрон»® – Мазь для наружного 
применения на основе пчелиного яда. Произведено: 

Эспарма Гмбх, Германия, серия: 040033, дата изго-
товления 07/03.

Крем «Софья. Пчелиный яд Бальзам для тела». 
Произведено: Россия, ООО КоролевФарм. По за-
казу ООО НПО «Фара Фарм» соответствие ТР. ТС 
0092011, серия: 011821333.

Изучение физико-химических характеристик
УФ-спектр регистрировали на спектрофотометре 

СФ 103 в кварцевых кюветах толщиной 1 см. Раство-
ритель и раствор сравнения – вода очищенная. 

ИК-спектры исследовали на приборе ИК-Фурье – 
спектрофотометр ФСМ-1201 ООО «Инфраспек».

Определение мелиттина методом хроматографии
Исследования проводили на жидкостной хрома-

тографической системе «Миллихром» с использова-
нием хроматографической колонки Pep RPC HR 5/5. 
Методика была разработана Академией аграрных 
наук Украины, Институтом пчеловодства им. П.И. 
Прокоповича и принята Межгосударственным сове-
том по стандартизации, метрологии и сертификации 
(протокол № 11 МГС от 23 апреля 1997 г.) [31].

Методика спектрофотометрического опреде-
ления мелиттина в образцах пчелиного яда. Точную 
навеску (1,0 г) пчелиного яда растворяли в 30 мл ди-
стиллированной воды при небольшом нагревании и 
отфильтровывали в горячем виде. Фильтр с нераство-
рившейся частью вновь заливали дистиллированной 
водой при небольшом нагревании и отфильтровы-
вали в горячем виде (данную операцию проводили 
дважды). Фильтраты объединяли и после охлажде-
ния доводили извлечение до метки (100,0 мл). Если 
при охлаждении выпадал осадок, то перед взятием 
аликвоты колбу нагревали. Затем брали мерную кол-
бу вместимостью 100 мл, в нее помещали 1,0 мл по-
лученного водного извлечения, доводили до метки и 
спектрофотометрировали при длине волны 285 нм.

В качестве раствора сравнения использовали 
воду. Параллельно измеряли оптическую плотность 
раствора референтного образца мелиттина.

characteristics of melittin, the main component of apitoxin, as well as the development of methods for the quantita-
tive determination of melittin in the samples of apitoxin and in the pharmaceutical products derived from apitoxin: 
“Sophia with apitoxin” cream and “Apizartron” ointment. Materials and methods. The objects of the research were 
apitoxin and melittin, as well as the samples of “Sophia with apitoxin” cream and “Apizartron” ointment satisfying 
the requirements of regulatory documentation, produced in lots by domestic and foreign manufacturers. The UV 
spectra of melittin and apitoxin were registered on SF 103 spectrophotometer in quartz cuvettes with 1 cm thickness. 
The IR spectra were investigated on the IR-instrument of Fourier – FSM-1201 spectrophotometer, LLC “Infraspek”. 
The determination of melittin purity was carried out by chromatography. Results and discussion. The basic physical 
and chemical characteristics were established for melittin as a reference sample and the main component of apitox-
in. The melting temperature was: (Tmelt.)=190ºС. In the UV-spectrum there could be watched the absorption maxima 
corresponding to 2 peaks: λ max = 225±2 nm and 285±2 nm were observed. As an analytical wavelength, it is nec-
essary to choose the peak λ =285 nm, since the peak with λ =225 nm is associated with the absorption of light by the 
internal (shielded) benzene ring of the tryptophan molecule. The nature of the curve and the position of the maxima 
of the spectra of melittin and the apitoxin solution coincide, which makes it possible to use melittin as a standard for 
spectrometric quantitative determination of the active substances in apitoxin and preparations based on apitoxin. 
Conclusion. The worked out spectrophotometric methods for the quantitative determination of melittin in apitoxin 
has been validated by the indices of specificity, accuracy, detection limit, quantitative determination limit, linearity.

Keywords: apitoxin, melittin, standardization, spectrophotometric determination, UV and IR spectra of melittin, 
drugs based on apitoxin
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Приготовление раствора референтного образца 
мелиттина для построения градуировочного графика. 
Около 0,125 г (точная навеска) мелиттина количествен-
но переносили в мерную колбу вместимостью 100 
мл, растворяли и доводили до метки водой очищен-
ной. 1 мл полученного раствора содержит 0,00125 г  
мелиттина (раствор А). Далее готовили разведение: в 
шесть мерных колб на 10 мл помещали в каждую кол-
бу по 1 мл, 2 мл, 4 мл, 6 мл, 8 мл и 10 мл раствора А 
и доводили до метки водой. Определяли оптическое 
светопоглощение полученных растворов на спектро-
фотометре (СФ-103) при длине волны 285 нм. 

Методика количественного определения содер-
жания мелиттина в мази «Апизартрон» и крема «Со-
фья с пчелиным ядом». Высвобождение мелиттина из 
мазевых основ проводили по методу Крувчинского 
[27]. На целлофановую мембрану отвешивали навеску 
исследуемой мази массой 7,0 г и помещали в диали-
затор, наполненный 100 мл дистиллированной воды. 
Через 24 часа в диализате проводили количественное 
определение мелиттина методом спектрофотометрии. 
Аликвоту 25 мл диализата помещали в мерную колбу 
объемом 100 мл, затем объём доводили до метки во-
дой. Через 5–10 мин определяли оптическое светопо-
глощение на СФ 103 при λ=285 нм. Массовую долю 
мелиттина вычисляли по формуле 1:

                   
, где                   (1)

А – оптическая плотность испытуемого раство-
ра; А1%

1см – удельный показатель светопоглощения 
мелиттина, равный 127; m – навеска мази, взятая для 
анализа (г); V – объём мерной колбы; Va – aликвота 
диализата.

Обработку результатов эксперимента проводили 
с помощью программного пакета Microsoft Excel.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ. Молекула 
мелиттина представляет собой гомомерный пептид, 
состоящий из 26 аминокислотных остатков [14, 24, 
28, 29, 30]. +H3N – Гли – Иле – Гли – Ала – Вал – Лей 
– Лиз +- Вал – Лей – Тре – Тре – Гли – Лей – Про – Ала 
– Лей – Иле – Сер – Трп – Иле – Лиз +- Арг +- Лиз +- 

Арг +- Глн – Глн – CONH2. Примечательно, что моле-
кула мелиттина не содержит цистеина, в отличие от 
нейротоксинов змей, скорпионов, ядовитых пауков, 
которые являются гетеродетными пептидами и, как 
правило, содержат несколько дисульфидных мости-
ков. Молекулярная масса мелиттина равна 2840 Да. 
В молекуле мелиттина нет отрицательно заряженных 
групп, а положительно заряженные аминокислотные 
остатки преимущественно сосредоточены в С-кон-
цевом сегменте, который является гидрофильной 
частью молекулы мелиттина (остатки 21–26). Уча-
сток мелиттина 1–20 сформирован преимущественно 
гидрофобными аминокислотными остатками. Един-
ственный хромофор мелиттина представлен остат-
ком триптофана, который в полипептиде занимает 
положение 19, что можно удачно использовать для 
изучения мелиттина и продуктов его содержащих с 
помощью оптических методов. Полипептидная цепь 
молекулы мелиттина в растворе принимает конфор-
мацию правильной α-спирали (до 80%), нарушаемую 
остатком пролина в положении 14. При высокой ион-
ной силе раствора или высокой концентрации мелит-
тин может ассоциироваться в тетрамер, образован-
ный двумя симметрично расположенными парами 
антипараллельных протомеров [30].

Для стандартизации пчелиного яда, как исход-
ного сырья для фармацевтических препаратов, нет 
современной нормативной документации. Для опре-
деления качества пчелиного яда используют следую-
щие нормативные документы: 

1). фармакопейная статья (ФС 42-26583-89 «Яд 
пчелиный») (утратила силу с 25 апреля 2001 года) 
[31], разработанная сотрудниками кафедры физи-
ологии и биохимии человека и животных Нижего-
родского государственного университета им. Н.И. 
Лобачевского совместно с сотрудниками Рижского 
медицинского института;

2). ГОСТ 30426-97 [26], разработанный Акаде-
мией аграрных наук Украины, Институтом пчеловод-
ства им. П. И. Прокоповича. Согласно требованиям 
ГОСТа, пчелиный яд-сырец должен соответствовать 
показателям, указанным в таблице 1.

Таблица 1 – Органолептические и физико-химические показатели пчелиного яда-сырца [26].

Наименование показателя Значение показателей
Внешний вид Порошок в виде мелких крупинок и чешуек
Цвет Белый с кремоватым оттенком или с желтизной
Консистенция Порошкообразная
Органолептические свойства Вызывает раздражение слизистой оболочки, чихание
Массовая доля нерастворимых в воде примесей, % не более 5
Массовая доля воды, % не более 8
Массовая доля сырой золы, % не более 2
Активность фосфолипазы А 2 в 1 мг яда в пересчете на сухой вес, ME не менее 100
Активность глюкозамингликангидролазного комплекса (ГАГГ) в 1 мг, 
в перерасчете на сухой вес, мМЕ не менее 90
Определение времени гемолиза, с не более 300
Массовая доля мелиттина, % не менее 50
Массовая доля апамина, % не менее 2
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Рисунок 1 – Хроматограмма чистого образца мелиттина

Рисунок 2 – Хроматограмма образца пчелиного яда

Как видно из таблицы, преобладающим веще-
ством пчелиного яда, который можно использовать в 
фармации, должен быть мелиттин. 

Определение мелиттина проводят методом ко-
лоночной хроматографии [8], который основан на 
разделении компонентов пчелиного яда-сырца после 
связывания их с твердой фазой хроматографической 
колонки. Эта методика требует предварительной под-
готовки и технология выполнения достаточно кропо-
тлива. Поэтому в настоящее время является актуаль-
ным разработка современного более удобного метода 
количественного определения мелиттина не только в 
образцах пчелиного яда, но и в продуктах его пере-
работки.

В качестве стандартного образца для разработки 

количественного определения был выбран референт-
ный образец мелиттина, предоставленный нам любез-
но Аналитическим центром химического факультета 
Московского Государственного Университета имени 
М.В. Ломоносова. Чистота представленного образца 
была доказана методом ВЭЖХ с диодно-матричным 
детектированием и тандемной масс-спектроскопией 
в лаборатории МГУ. Результаты исследования приве-
дены на рисунках 1, 2.

Как видно на рисунке 1, на хроматограмме име-
ется только один пик, что говорит о чистоте полу-
ченного референтного образца мелиттина. На хро-
матограммах пчелиного яда и чистого выделенного 
мелиттина (рис. 1, 2) хорошо видно, что пик, соответ-
ствующий мелиттину, имеет время выхода 12 минут.
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Рисунок 3 – ИК-спектр мелиттина

Единственный хромофор мелиттина представ-
лен остатком триптофана, благодаря чему можно из-
учать мелиттин и продукты его содержащие, с помо-
щью оптических методов исследования. УФ-cпектp 
(Н2О), λmax, нм (lg ε): 217 (1,82), 285 (0,81). В 
УФ-спектре мелиттина (рис. 4) наблюдаются два 

Как видно на рисунке 2, основным преобладающим 
компонентом пчелиного яда является мелиттин (пик но-
мер 12, соответствующий времени выхода12 минут).

Для мелиттина, как референтного образца, были 
установлены основные физико-химические характе-
ристики, исследованы УФ- и ИК-спектры.

Мелиттин представляет собой белый кристалли-
ческий порошок, хорошо растворимый в воде и спир-
те. Tпл. =190оС.

максимума поглощения при λ=285 нм и λ=225 нм. 
В качестве аналитической длины волны необходи-
мо выбрать пик с λ=285 нм, так как максимум при 
λ=225 нм связан с поглощением света внутренним 
(экранированным) бензольным кольцом молекулы 
триптофана.

Рисунок 4 – УФ-спектры мелиттина и образцов пчелиного яда в воде

ИК-cпектp, νmax, cм-1: 1506 (С=С аром), 1720 
(C=O), 4000–4200 (N–H). ИК-спектр мелиттина (рис. 
3) мало информативен, так как в молекуле мелиттина 
преобладают в основном пептидные связи. Поэтому 
на рисунке, кроме валентных колебаний углеводо-
родного скелета, четко видны выраженные валент-
ные колебания карбонила – 1720 см-1 и валентные 
колебания N-H связи амида в области 4000–4400 см-1 

(широкая полоса).
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Таблица 2 – Оптическое светопоглощение стандартных растворов мелиттина

Разведение Массовая доля, % Оптическое светопоглощение, А Удельный показатель свето-
поглощения, А1%1см

10 0,0125 1,62 129,6
8:10 00,1 1,205 120,5
6:10 0,0075 0,947 126,3
4:10 0,005 0,675 135,0
2:10 0,0025 0,355 142,0
1:10 0,00125 0,165 132,0

Рисунок 5 – Градуировочный график мелиттина

Как видно из градуировочного графика, подчи-
нение закону Бугера-Ламберта-Бера для раствора ме-
литтина лежит в пределах 0,01 до 0,125%, что состав-
ляет аналитическую область методики. Уравнение 
градуировочного графика А = (12,7±0,6).ω, коэффи-
циент корреляции r = 0,999. Среднее значение удель-
ного показателя светопоглощения мелиттина равно 
130,8±0,6. Другие валидационные характеристики 
методики рассчитывали согласно фармакопейной 
статьи «Валидация аналитических методик» [32].

Расчет предела обнаружения (ПО) проводили по 
формуле: ПО=3,3 × S/b, где S равно стандартному 
отклонению свободного члена «а» градуировочного 
графика. Имеем ПО = 3,3.0,033/12,7 = 0,0086%. Пре-

Были изучены УФ-спектры водных и спиртовых 
извлечений различных концентраций образцов пче-
линого яда. Как видно из рисунка 4, характер кри-
вой и положение максимумов спектра мелиттина и 
спектра водного извлечения пчелиного яда совпада-
ют, что позволяет использовать мелиттин в качестве 
стандарта для спектрометрического количественного 

определения действующих веществ в пчелином яде и 
препаратах на основе пчелиного яда.

Для определения мелиттина в образцах пчелино-
го яда был построен градуировочный график стан-
дартного образца мелиттина в воде при длине волны 
285 нм (рис. 5). Результаты исследований приведены 
в таблице 2. 

дел количественного определения, рассчитанный по 
формуле: ПКО = 10× S/b, составляет 10.0,033/12,7 = 
0,026%.

Для определения правильности методики спек-
трофотометрического определения мелиттина был 
выбран образец, в котором Аналитическим центром 
химического факультета Московского Государствен-
ного Университета имени М.В. Ломоносова методом 
жидкостной хроматографии было установлено содер-
жание мелиттина – 30±1,5%.

Далее мы определили содержание мелиттина 
спектрофотометрическим методом, в том же образце 
пчелиного яда. Результаты исследований приведены 
в таблице 3.
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Таблица 3 – Результаты определения содержания мелиттина в образцах пчелиного яда

Пчелиный яд

Найдено, % Метрологические характеристики
30,8 f=4 p=0,95 t=2,78
30,2 хср = 30,4 Eотн, % = 1,2%
30,1 S = 0,29 xср ± ∆х = 30,4±0,4
30,3 Sх = 0,13
30,6 ∆х = 0,4

Как видно из таблицы 3, содержание мелиттина 
в одном из образцов пчелиного яда соответственно 
равно 30,4±0,4%. 

Совпадение результатов спектрофотометрическо-
го определения мелиттина с результатами определе-
ния методом жидкостной хроматографии в пределах 
погрешности эксперимента позволяет сделать вывод, 
что предлагаемый метод свободен от систематической 
погрешности и отличается правильностью. Значе-
ние t-критерия, показывающего значимость различия 
средних, составляет 1,5, что меньше табличного, рав-
ного 2,306. Подтверждением правильности методики 
также может служить статистически незначимое отли-
чие свободного члена «а» в уравнении градуировоч-
ного графика от нуля, поскольку а = 0,027, а довери-
тельный интервал для «а» составляет 0,092. Это дает 

возможность считать «а» равным нулю и от уравнения 
вида у = bх+а перейти к уравнению вида y = bx.

Разработанная методика была применена к фар-
мацевтическим продуктам, содержащим пчелиный 
яд. Так, спектрофотометрическим методом опреде-
лили содержание мелиттина в фармацевтических 
продуктах на основе пчелиного яда: мази «Апизар-
трон» и креме «Софья с пчелиным ядом».

Высвобождение действующего вещества – ме-
литтина из выбранных объектов проводили методом 
диализа по Крувчинскому [27]. В качестве диализ-
ной мембраны использовали целлофановую пленку. 
Средой, в которую диализировалось лекарственное 
вещество, была вода очищенная. Результаты спектро-
фотометрического определения мелиттина в продук-
тах на основе пчелиного яда приведены в таблице 4.

Таблица 4 – Результаты определения содержания мелиттина в мази «Апизартрон»  
и креме «Софья с пчелиным ядом»

Мазь «Апизартрон»

Найдено, % Метрологические характеристики
0,0182 f=5 p=0,95 t=2,57
0,0193 хср = 0,0185 Eотн, % = 3,1
0,0189 S = 0,00066 xср ± ∆х = 0,0185±0,0006
0,0187 Sх = 0,00029
0,0176 ∆х = 0,00058

Крем «Софья  
с пчелиным ядом»

0,0124 f=5 p=0,95 t=2,57
хср = 0,0127 Eотн, % = 3,5

S = 0,00051 xср ± ∆х = 0,0127±0,0005
Sх = 0,00023
∆х = 0,00045

0,0121
0,0132
0,0127
0,0133

В результате приведенных исследований уста-
новлено, что содержание мелиттина в мази «Апи-
зартрон» – 0,0185±0,0006%, а в креме «Софья» – 
0,0127±0,0005%.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ. Установлены физико-химиче-
ские характеристики мелиттина как основного компо-
нента пчелиного яда. В УФ-спектре 2 пика: λmax = 226 ± 
2 нм и 285 нм ±2 нм, Tпл. =190ºС. Удельный показатель 
светопоглощения мелиттина равен 12,7. Разработана 
спектрофотометрическая методика количественного 
определения мелиттина в пчелином яде и продуктах 
его переработки. Методика валидирована по показа-

телям специфичность, правильность, предел обнару-
жения, предел количественного определения, линей-
ность. Содержание мелиттина в одном из образцов 
пчелиного яда составляет 30,4±0,4%. В результате при-
веденных исследований установлено, что содержание 
мелиттина в мази «Апизартрон» – 0,0185±0,0006%, а в 
креме «Софья» – 0,0127±0,0005%.

РЕКОМЕНДАЦИИ. Предложенную методику 
количественного определения мелиттина в образцах 
пчелиного яда можно рекомендовать для стандарти-
зации как пчелиного яда, так и лекарственных препа-
ратов на основе пчелиного яда.

INTRODUCTION. In the last decade there has been 
a growing interest in bee products [1–7]. It is apitherapy 
that is experiencing its second birth. The story of bees 
and their products is not only uncompleted, on the con-
trary, from a scientific point of view, it is just beginning 

[8–14]. People realized that no chemistry could replace 
any natural material, and began to return to drugs pro-
duced on a natural basis. The experience of the past cen-
turies and generations using bee products for medicinal 
purposes, is coming to life again. Therefore, nowadays, 
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it is vitally important to study both – the composition of 
apitoxin and its main components [15–29]. Besides, it is 
necessary to develop a modern, affordable and simple 
method of the analysis of apitoxin and pharmaceutical 
products based on it.

THE AIM OF THE STUDY is to investigate 
physical and chemical characteristics of melittin, the 
main component of apitoxin, as well as the development 
of methods for the quantitative determination of melittin 
in the samples of apitoxin and in the pharmaceutical 
products made on the basis of apitoxin.

MATERIALS AND METHODS. Apitoxin. For 
our research, all samples of apitoxin were provided by 
Serbin Yury Pavlovich, a private entrepreneur of the city 
of Maikop (Krasnodar Region). The presented samples 
were light yellow powders with a sharp characteristic 
smell and a bitter taste, soluble in water, acid solutions 
and alcoholic solutions of different concentrations. Api-
toxin has an acidic reaction (pH 4.5–5.5).

Melittin. The reference sample was provided by the 
Analytical center of the chemistry faculty of Moscow 
State University n. a. M. V. Lomonosov.

“Apizartron” ointment is the ointment for external 
use on the basis of apitoxin produced by Esparma GmbH, 
Germany, series 040033, the date of manufacture was 
07/03. 

“Sophia. Apitoxin body Balm” cream, produced 
by LLC Korolevfarm, Russia, by order of scientific 
production association “Phara Pharm” in compliance 
with TR. TC 0092011, series: 011821333.

Study of physical and chemical characteristics
The UV spectra of melittin and apitoxin were 

registered on SF 103 spectrophotometer in quartz cuvettes 
with 1 cm thickness. The solvent and the comparison 
solution were purified water.

The IR spectra were investigated on the IR-
instrument of Fourier – FSM-1201 spectrophotometer, 
LLC “Infraspek”.

Determination of melitin by chromatography method
The study was performed on a liquid chromatographic 

system of “Milligram” using a chromatographic column 
Pep RPC HR 5/5. The method was developed by the 
Academy of agrarian Sciences of Ukraine, Institute 
of beekeeping n. a. P. I. Prokopovich and adopted by 
Interstate Council for Standardization, Metrology and 
Certification (Record of proceedings No. 11, ICSMC, 
dated 23 April 1997) [31].

Methods of spectrophotometric determination of 
melittin in apitoxin samples

An accurately weighed quantity (1g) of apitoxin was 
dissolved in 30 ml of distilled water with a little heating 
and filtered hot. The filter with the undissolved part was 
again filled with distilled water with a little heating and 
filtered hot again (this operation was performed twice). 
The filtrates were combined, and after cooling the 
extraction was brought to the mark of 100 ml.

If the precipitate fell out upon cooling, the flask 
was heated before taking an aliquot. Then a volumetric 
flask with a capacity of 100 ml was taken, 1.0 ml of the 
obtained aqueous extract was placed in it, brought to the 

mark and subjected to the spectrophotometric analysis at 
the wavelength of 285 nm.

Water was used as a comparison solution. At the 
same time, the optical density of the reference sample 
solution of melittin was measured.

Preparation of a solution of a melittin reference 
sample of for constructing a calibration graph

About 0.125 g (an accurately weighed quantity) of 
melittin was quantitatively transferred to a volumetric 
flask with a capacity of 100 ml, dissolved and brought to 
the mark with purified water. 1 ml of the resulting solution 
contains 0.00125 g of melittin (solution A). The further 
dilutions were prepared so: 1 ml, 2 ml, 4 ml, 6 ml, 8 ml 
and 10 ml of solution A were placed in six volumetric 
flasks per 10 ml (each flask) and brought to the mark 
with water. The optical light absorption of the obtained 
solutions was determined on the spectrophotometer (SF-
103) at the wavelength of 285 nm was.

Methods of quantitative determination of melittin 
content in “Apizartron” ointment and “Sophia with 
apitoxin” cream

The release of melittin from the ointment bases was 
carried out according to the method of Kruvchinsky [27]. 
The exact quantity of the investigated ointment weighing 
7.0g was placed on a cellophane membrane and then in 
a dialyzer filled with 100 ml of distilled water. After 24 
hours, a quantitative determination of melittin was car-
ried out by spectrophotometry. An aliquot of 25 ml of di-
alysate was placed in a 100 ml volumetric flask, then the 
volume was brought to the mark with water. After 5–10 
min., the optical absorption was determined on SF 103 
spectrophotometer at λ = 285 nm. The weight fraction of 
melittin was calculated according to Formula 1:

               
, where                               (1)

A is the optical density of the test solution; A1%
1cm is 

the specific indicator of the optic absorption of melittin, 
equal to 127; m is the weight of the ointment taken for 
the analysis (d); V is the volume of the volumetric flask; 
Va is an aliquot of dialysate.

The results of the experiment were processed using 
the Microsoft Excel software package.

RESULTS AND DISCUSSION. The molecule of 
melitin is a monomer peptide consisting of 26 amino acid 
residues: +H3N – Gly – Ile – Gly – Ala – Val – Leu – Lys+ 
Val – Leu – Thr – Thr – Gly – Leu – Pro – Ala – Leu – Ile 
– Ser – Trp – Ile – Lys+- Arg+- Lys+- Arg+- GLn – GLn 
– CONH2 [14, 24, 28, 29, 30]. 

It is noteworthy that the melittin molecule does not 
contain cysteine, in contrast to the neurotoxins of snakes, 
scorpions, poisonous spiders that are heterodetect peptides 
and, as a rule, contain several disulfide bridges. The 
molecular weight of melittin is 2840 Da. There are no 
negatively charged groups in the melitin molecule, and 
the positively charged amino acid residues are mainly 
concentrated in the C – terminal segment, which is the 
hydrophilic part of the melittin molecule (residues 21–26). 
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The area of melittin 1–20 is formed mainly by hydrophobic 
amino acid residues. The only chromophore of melittin is 
represented by the residual tryptophan, which occupies 
Position 19 in polypeptide, and that can be successfully 
used to study melittin and the products containing it, by 
optical methods. The polypeptide chain of the melittin 
molecule in the solution assumes the conformation 
of the correct α-spiral (up to 80%), disturbed by the 
Proline residue at Position 14. At a high ionic strength 
of the solution or its high concentration, melittin can be 
associated with a tetramer formed by two symmetrically 
arranged pairs of antiparallel protomers [30].

To standardize apitoxin as a raw material for 
pharmaceuticals, there is no modern regulatory 

documentation. To determine the quality of apitoxin, the 
following regulations are used:

1). Pharmacopoeial item (FS 42-26583-89 
“apitoxin”) (expired on 25April, 2001) [31], developed 
by the staff of the Department of human and animal 
physiology and biochemistry of Nizhny Novgorod State 
University n. a. N.I. Lobachevsky together with the staff 
of Riga Medical Institute;

2). All-Union State Standard 30426-97 [26], 
developed by the Academy of Agrarian Sciences of 
Ukraine, Institute of Beekeeping n. a. P.I. Prokopovich. 
According to the requirements of the All-Union State 
Standard, raw apitoxin must meet the parameters 
specified in Table 1.

Table 1 – Organoleptic and physico-chemical parameters of raw apitoxin [26]

Indicator name Meaning of indicators
Appearance Powder in the form of small grains and flakes
Colour White with a creamy shade or yellowish
Consistency Powdery
Organoleptic properties Causes irritation of the mucous membrane, sneezing
Mass fraction of insoluble impurities in water, % Not more than 5%
Mass fraction of water, % Not more than 8%
Mass fraction of crude ash, % Not more than 2%
Activity of phospholipase A 2 in 1 mg of apitoxin in terms of dry weight, IU  Not less than 100 IU
Activity of glucosaminoglycan hydrolase complex (GAGH ) in 1 mg, in 
terms of dry weight, mIU

Not less than 90 mIU

Determining the time of hemolysis, sec. Not more than 300 sec
Mass fraction of melittin, % Not less than 50%
Mass fraction of apamine, % Not less than 2%

As the table shows, the predominant substance of 
apitoxin, which can be used in pharmacy, should be melittin.

Melittin is determined by the method of column 
chromatography [8], which is based on the separation of 
components of apitoxin after their binding to the solid 
phase of the chromatographic column. This method 
requires preliminary preparation and the execution 
technique is quite painstaking. Therefore, at present it is 
urgent to develop a modern, more convenient method for 
quantifying melittin not only in the samples of apitoxin, 
but also in the products of its processing.

As a standard for the development of a quantitative 
determination, a reference sample of melittin, kindly 

provided to us by the Analytical Center of the Chemical 
Faculty of Moscow State University n. a. M.V. 
Lomonosov, was selected. The purity of the presented 
sample was proved by the method of HPLC with diode-
matrix detection and tandem mass spectroscopy in the 
Moscow State University laboratory. The results of the 
study are shown in Figures 1, 2.

As Figure 1 shows, in the chromatogram there is 
only one peak, which indicates the purity of the obtained 
reference sample of melittin. In the chromatograms of 
apitoxin and pure isolated melittin (Fig. 1, 2) it is clearly 
seen that the peak corresponding to melittin has the 
retention time of 12 minutes.
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Figure 1 – Chromatogram of a pure melittin sample

Figure 2 – Chromatogram of a apitoxin sample

As Figure 2 shows, the main predominant component 
of apitoxin is melittin (Peak 12, corresponding to the 
retention timeof 12 minutes).

For melittin, as a reference sample, the basic phys-
ical and chemical characteristics have been established 
and UV and IR spectra have been studied.

Melittin is a white crystalline powder, highly soluble 
in water and alcohol. The melting temperature is 190ºС.

The IR spectrum is νmax, cm-1: 1506 (C=C ar), 1720 
(C=O), 4000–4200 (N-H). The IR spectrum of melittin 
(Fig. 3) is less informative, as the melittin molecule is dom-
inated by peptide bonds. Therefore, as the figure shows, in 
addition to the valence vibrations of the hydrocarbon skel-
eton, pronounced valence vibrations of carbonyl – 1720 
cm-1 and valence vibrations of N-H bond of amide in the 
area of 4000–4400 cm-1(a wide band) are clearly visible.
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Figure 3 – The IR melittin spectrum

The only melittin chromophore is represented by tryp-
tophan residue, which makes it possible to study melittin 
and products containing it, using optical research meth-
ods. UV-spectrum (H2O) is λ max, nm (lg ε): 217 (1.82), 
285 (0.81). In the UV spectrum of melittin (Fig. 4), there 

are two absorption maxima: at λ = 285 nm and λ = 225 
nm. As an analytical wavelength, it is necessary to select 
a peak with сλ = 285 nm, since the maximum at λ = 225 
nm is associated with the absorption of light by the internal 
(screened) benzene ring of the tryptophan molecule.

Figure 4 – UV spectra of melittin and apitoxin samples in water

UV spectra of aqueous and alcoholic extracts of 
various concentrations of apitoxin samples have been 
studied. As the Fig. 4 shows, the nature of the curve and 
the position of the maxima of the melittin spectrum and 
the spectrum of aqueous extraction of apitoxin coincide, 
making it possible to use melittin as a standard for the 

spectrometric quantification of active substances in 
apitoxin and the preparations based on apitoxin.

To determine melittin in apitoxin samples, a 
calibration curve of a standard melittin sample in water 
at the wavelength of 285 nm was constructed (Fig. 5). 
The results of the studies are shown in Table 2.
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Table 2 – Optical light absorption of standard melittin solutions

Dilutions Weight percent, % Optical light absorption, А Specific optical absorbance А1%
1см

10 0.0125 1.62 129.6
8:10 00.1 1.205 120.5
6:10 0.0075 0.947 126.3
4:10 0.005 0.675 135.0
2:10 0.0025 0.355 142.0
1:10 0.00125 0.165 132.0

Figure 5 – Calibration graph of melittin

As the calibration graph shows, the subordination of 
Bouguer-Lambert-Beer law to the melittin solution lies in 
the range of 0.01 to 0.125%, which is the analytical area of 
the technique. The equation of the calibration graph is A = 
(12.7 ± 0.6) ω, the correlation coefficient is r = 0.999. The 
average value of the specific light absorption coefficient of 
melittin is 130.8 ± 0.6. Other validation characteristics of 
the procedure were calculated according to the pharmaco-
poeial entry “Validation of analytical methods” [32].

The calculation of the detection limit (DL) was 
carried out according to the formula: DL = 3,3 × S / b, 
where S is equal to the standard deviation of the free term 
“a” of the calibration graph. We have DL = 3,3.0,033 / 

12,7 = 0,0086%. The Quantification Limit (QL) was 
calculated according to the formula: QL = 10 × S / b, i. e. 
10.0,033 / 12.7 = 0.026%.

To confirm the correctness of the methods of 
spectrophotometric melittin determination, a reference 
sample of melittin, provided to us by the Analytical Center 
of the Chemical Faculty of Moscow State University n. 
a. M.V. Lomonosov, was selected. By method of liquid 
chromatography the content of melittin was established: 
30 ± 1.5%.

Further, we determined the content of melittin in the 
same sample of apitoxin by spectrophotometric method. 
The results of the studies are shown in Table 3.

Table 3 – Results of determining the content of melittin in apitoxin samples

 Apitoxin

Found out, % Metrological characteristics
30.8 f=4 p=0.95 t=2.78
30.2 хср = 30.4 Eотн, % = 1.2%
30.1 S = 0.29 xср ± ∆х = 30.4±0.4
30.3 Sх = 0.13
30.6 ∆х = 0.4

As Table 3 shows, the content of melittin in one of 
the apitoxin samples corresponds to the meaning of 30.4 
± 0.4%. 

The coincidence of the results of the spectropho-
tometric determination of melittin with the results of 
determination by liquid chromatography within the ex-

perimental error allows us to conclude that the proposed 
method is free of a systematic error and correct. The val-
ue of the t-test, showing the significance of the difference 
in means, is 1.5, which is less than the tabulated one, 
equal to 2.306. The statistically insignificant difference 
between the free term “a” from zero in the equation of the 
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calibration graph can also serve as a confirmation of the 
correctness of the method, since a = 0.027, and the con-
fidence interval  for “a” is 0.092. This makes it possible 
to consider “a” equal to zero and pass on to the equation 
form “y = bx” from the equation form “y = ax + a”.

The developed methods was applied to 
pharmaceutical products containing apitoxin. Thus, the 
content of melittin in pharmaceutical products based 
on apitoxin was determined spectrophotometrically: 

“Apizarthron” ointment and “Sofia with apitoxin” 
cream.

The release of the active substance melittin from the 
selected objects was carried out by dialysis according to 
Kruvchinsky [27]. As a dialysis membrane, a cellophane 
film was used. The medium in which the drug was dialyzed 
was purified water. The results of spectrophotometric 
determination of melittin in products based on apitoxin 
are given in Table 4.

Table 4 – Results of determining the content of melittin in “Apizarthron” ointment  
and “Sofia with apitoxin” cream

"Apizarthron" ointment

Found out, % Metrological characteristics
0.0182 f=5 p=0.95 t=2.57
0.0193 хср = 0.0185 Eотн, % = 3.1
0.0189 S = 0.00066 xср ± ∆х = 0.0185±0.0006
0.0187 Sх = 0.00029
0.0176 ∆х = 0.00058

"Sofia with apitoxin" cream 0.0124 f=5 p=0,95 t=2,57
хср = 0.0127 Eотн, % = 3.5

S = 0.00051 xср ± ∆х = 0.0127±0.0005
Sх = 0.00023
∆х = 0.00045

0.0121
0.0132
0.0127
0.0133

As a result of the conducted studies, it has been es-
tablished that the content of melittin in “Apizarthron” 
ointment is 0.0101 ± 0.0006% and in “Sophia” cream it 
is 0.0127 ± 0.0005%.

CONCLUSION. Physical and chemical charac-
teristics of melittin as the main component of apitoxin 
have been established. In the UV spectrum 2 peaks:  
λ max = 226 ± 2 nm and 285 nm ± 2 nm, Tmelt. = 190°C. 
The specific rate of melittin light absorption is 12.7. 
The spectrophotometric methods of quantitative de-
termination of melittin in apitoxin and products of 
its processing has been developed. The technique is 
validated by the specificity, accuracy, detection limit, 

limit of quantitative determination, linearity. The con-
tent of melittin in one of the samples of apitoxin is 
30.4 ± 0.4%. As a result of these studies, the “apoph-
ysics” –0.0185 ± 0.0006%, and in the cream “Sophia” 
–0.0127 ± 0.0005%.

As a result of the conducted studies, it has been es-
tablished that the content of melittin in “Apizarthron” 
ointment is 0.0101 ± 0.0006% and in “Sophia” cream it 
is 0.0127 ± 0.0005%.

RECOMMENDATIONS. The proposed methods 
for the quantitative determination of melittin in apitoxin 
samples can be recommended the standardization of both 
– apitoxin and the drugs based on apitoxin.
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