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Sammendrag 

Bakgrunn: Inonotus obliquus er en medisinsk sopp som vokser i barken på bjørketrær. I 

obliquus har siden 1600- og 1700-tallet hatt en veletablert bruk i Europa og innen tradisjonell 

orientalsk medisin for behandling av mange ulike lidelser som hjerte- og karsykdommer, 

gastrointestinale sykdommer, diabetes, tuberkulose, samt kjent for antiinflammatoriske, 

antimikrobielle, antioksiderende og krefthemmende egenskaper. Tidligere studier har vist at 

høy- og lavmolekylære forbindelser isolert fra I. obliquus innehar immunomodulerende og 

antimikrobielle effekter. Med utgangspunkt i tradisjonelle ekstraksjonsmetoder ble ulike 

vannekstrakter av I. obliquus opparbeidet, og antimikrobielle effekter av disse ble undersøkt. 

Videre ble polysakkaridrike fraksjoner isolert og undersøkt med hensyn på 

immunmodulerende effekt.  

Metoder: I. obliquus ble ekstrahert i vann ved ulik temperatur, tid og konsentrasjon. 

Vannekstraktet med høyest karbohydratinnhold og % utbytte ble deretter presipitert med 

etanol og behandlet med syre for å separere polysakkarider fra fargepigmentet melanin. 

Polysakkaridrikt ekstrakt ble opprenset videre på en ionebytterkolonne. Struktur og 

sammensetning av polysakkarider ble bestemt ved å bruke metanolyse kombinert med GC og 

metylering kombinert med GC-MS. De isolerte polysakkaridfraksjonene ble undersøkt for 

biologisk aktivitet ved å se på frigjøring av NO fra dendrittiske celler og 

komplementfikserende aktivitet. Vannekstraktene ble undersøkt for antibakteriell og 

antifungal aktivitet ved agar-diffusjonsmetoden.  

Resultat: Pulverisert råmateriale av I. obliquus ekstrahert ved 100°C i 1 time med 

utgangskonsentrasjon på 25g/L, ga vannekstraktet med høyest andel total mengde 

karbohydrater og høyest % utbytte. Vannekstraktet WExPul (25g/L, 1t,100°C), ble videre 

opprenset ved å kombinere to allerede kjente metoder for å separere fargepigmentet melanin 

og polysakkarider. Metode A, hvor polysakkaridene ble felt ut med etanol etterfulgt av 

utfelling av melanin ved tilsetning av syre, ga best % utbytte i polysakkaridrikt sluttprodukt 

(EtSb-Pro). EtSb-Pro ble videre isolert ved ionebytterkromatografi, som ga én nøytral (NP) og 

to sure (Sp-Fr1 og SP-Fr2) polysakkaridfraksjoner. Struktur og bindingsstudier viste at 

fraksjonene inneholdt en del (1,3)/(1,6)-Glc som kan assosieres med β-glukan som ofte er 

tilstede i medisinsk sopp. Det ble også vist at én av de isolerte sure fraksjonene (SP-Fr1) 

hadde en høyere andel uronsyrer, da spesielt 1,4-GalA binding som kan assosieres med 



VI 

 

homogalakturonan regioner i pektiner fra plantemateriale. Biologiske tester av de isolerte 

fraksjonene viste at ved stimulering av dendrittiske celler til frigjøring av NO, var det bare 

moderfraksjonen EtSb-Pro som hadde statistisk signifikant aktivitet. Den sure fraksjonen (SP-

Fr1) viste en 3 ganger mer potent aktivitet i komplementfikseringstesten i forhold til positiv 

kontroll ved sammenligning av ICH50-verdier (høyeste konsentrasjon som gir 50% hemolyse). 

Mens moderfraksjon (EtSb-Pro) og tilhørende melaninfraksjon (Et-Sb-Bunn) hadde 1.5 

ganger mer potent aktivitet, til forskjell viste den nøytrale fraksjonen (NP) lavere aktivitet. 

Resultater av antibakteriell og antifungal aktivitet av vannekstraktene, viste ingen aktivitet 

ved agar-diffusjonsmetoden.  

Konklusjon: Isolerte polysakkarider fra vannekstrakt av I. obliquus viste innhold av β-

glukaner og lovende immunmodulerende aktivitet. Det ble ikke observert antibakteriell og 

antifungal aktivitet av vannekstraktene. 
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Forkortelser 

3-O-Me-Gal 3-O-metyl-galaktose 

α alfa-konfigurasjon, indikerer at OH-gruppen på anomert karbonatom er i 

aksial posisjon ved stolkonformasjon av monosakkaridet 

Ara Arabinose 

AUC Areal under kurven 

β beta-konfigurasjon, indikerer at OH-gruppen på anomert karbonatom er i 

ekvatorial posisjon ved stolkonformasjon av monosakkaridet 

BP-II Biophytum petersianum - pektinfraksjon 

f  Furanosid, monosakkarid i femring 

FID Flammeionisasjondetektor 

Fuc Fucose 

DC Dendrittiske celler 

DPPH 1,1-difenyl-2-pikrylhydrazyl 

Gal Galaktose 

GalA Galakturonsyre 

GC Gasskromotografi 

GC-MS Gasskromatografi-Massespektrometri 

Glc Glukose 

GlcA Glukuronsyre 

HIV-1 Humant immunsvikt virus 1 

ICH50 Konsentrasjon som gir 50% hemolyse 

INFγ Interferon gamma 

IgG og IgM Antistoff type G og M 

Man Mannose 

MHC Major histocompatobility complex 

NK-celler Naturlig drepecelle 

NO Nitrogenoksid 

LPS Lipopolysakkarid 

MWCO Molecular weight cut-off 

NOS Reaktive nitrogen specier 

p Pyranosid, monosakkarid i seksring 
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PAMP Patogen-assosiert molekylær struktur 

PRR Mønster gjenkjennings reseptor (pattern recognition reseptors) 

PSK Polysakkarid-K (Krestin) 

Rha Rhamnose 

ROS Reaktive oksygen specier 

Rpm Runder per minutt 

T- Terminal 

TNF-α  Tumornekrosefaktor alfa 

TLR Toll-likende reseptorer 

Xyl Xylose 

 

Fraksjoner 
 

WExB (25g/L, 1t, 50°C) Vannekstrakt fra biter av Inonotus obliquus ekstrahert i vann 

ved konsentrasjon 25g/L i 1 time ved 50°C 

WExB (25g/L, 10min, 100°C) Vannekstrakt fra biter av Inonotus obliquus ekstrahert i vann 

ved konsentrasjon 25g/L i 10 min ved 100°C 

WExB (25g/L, 1t, 100°C) Vannekstrakt fra biter av Inonotus obliquus ekstrahert i vann 

ved konsentrasjon 25g/L i 1 time ved 100°C 

WExB (25g/L, 3t, 100°C) Vannekstrakt fra biter av Inonotus obliquus ekstrahert i vann 

ved konsentrasjon 25g/L i 3 timer ved 100°C 

WExB (5g/L, 1t, 100°C) Vannekstrakt fra biter av Inonotus obliquus ekstrahert i vann 

ved konsentrasjon 5g/L i 1 time ved 100°C 

WExB (50g/L, 1t, 100°C) Vannekstrakt fra biter av Inonotus obliquus ekstrahert i vann 

ved konsentrasjon 50g/L i 1 time ved 100°C 

WExPul (25g/L, 1t, 100°C) Vannekstrakt fra pulverisert råmateriale av Inonotus obliquus 

ved konsentrasjon 25g/L i 1 time ved 100°C 

EtSb-Bunn Metode A: Etanol-presipitering etterfulgt av syre-behandling. 

Melaninfraksjon fra syrebehandlingstrinnet. 
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EtSb-Pro Metode A: Etanol-presipitering etterfulgt av syre-behandling. 

Polysakkaridrikt sluttprodukt. 

SbEt-SuperN Metode B: Syre-behandling etterfulgt av etanol-presipitering. 

Supernatantløsning i etanol-presipiteringstrinnet 

SbEt-Pro Metode B: Syre-behandling etterfulgt av etanol-presipitering. 

Polysakkaridrikt sluttprodukt. 

SbEt-SuperN* (u/dialysetrinn) Metode B*: Syre-behandling etterfulgt av etanol-presipitering 

uten utført dialyse mellom syre-behandling og etanol-

presipitering. Supernatantløsning i etanol-presipiteringstrinnet,  

SbEt-Pro*(u/dialysetrinn) Metode B*: Syre-behandling etterfulgt av etanol-presipitering 

uten utført dialyse mellom syre-behandling og etanol-

presipitering. Polysakkaridrikt sluttprodukt. 

NP Nøytral polysakkaridfraksjon etter ionebytterkromatografi, 

eluert ut med destillert vann som mobilfase. 

SP-Fr1 Sur polysakkaridfraksjon nr.1 etter ionebytterkromatografi, 

eluert ut med økende NaCl gradient fra 0-1.3M som mobilfase. 

SP-Fr2 Sur polysakkaridfraksjon nr. 2 etter ionebytterkromatografi, 

eluert ut med økende NaCl gradient fra 0-1.3M som mobilfase. 
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1 Innledning 

1.1 Inonotus obliquus  

 

Figur 1.1: Inonotus obliquus (Medicinal Mushrooms, 2018) 

Inonotus obliquus, bedre kjent som chaga på engelsk eller kreftkjuke på norsk, er en 

medisinsk sopp fra soppartfamilien Hymenochaetaceae, som er en underart av 

Basidiomycetes (stilksporesopp). I. obliquus er kjent for sitt svulstlignende utseende, hvor ytre 

del (sclerotium) består hovedsakelig av en hard og død masse som skal beskytte soppens indre 

fruktlegeme (mycelium). Soppen blir ofte sammenlignet med brent kull på grunn av dens 

utseende, som er kullsvart med sprekker (figur 1.1) (Lee et al., 2008). 
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1.1.1 Taksonomisk inndeling av I. obliquus 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.1.2 Botanikk og habitat 

I. obliquus har blitt observert i fjellområder i Skandinavia, Russland, Nord-Amerika og Nord- 

og Øst-Europa. Den vokser på hovedsakelig bjørketrær (Betula spp.), da spesielt i kaldt klima 

ved den nordlige halvkule. Andre trær hvor det også blitt observert vekst, bare mindre vanlig 

er bøk (Fagus spp.), eiketrær (Quercus spp.), or (Alnus spp.) eller popler (Populus spp.).  

I. obliquus er en parasittsopp som infiserer trær gjennom åpne sår i stammebarken eller ved 

avkuttede grener på treet. Ved infeksjon tapper soppen næring direkte fra treet på 

infeksjonsområdet, og danner da en lokalisert infeksjon som ikke påvirker treets livssyklus. 

Ettersom infeksjonen vokser og får næring bryter soppen gjennom barken til den danner 

soppens karakteristiske utseende, som er en hard, oppsprukket og svart masse (sclerotium) 

(Lee et al., 2008).  

1.1.3 Tradisjonell bruk 

Tradisjonelt har I. obliquus blitt servert i form av te, som blir fremstilt fra tørkede biter eller 

pulverisert sopp. Ulike metoder for å lage te er å trekke soppen i kokende vann i 10-15 min, 

eller småkoke soppen under lokk i 10-15 min. I tilfeller hvor soppen blir inntatt som 

medisinsk te, har det blitt anbefalt en koketid på opptil 2 timer (Hjelmstad, 2015).  

Vandig ekstrakt av I. obliquus har en lang og veletablert bruk i Europa og innen tradisjonell 

orientalsk behandling. Den tradisjonelle bruken har vært kjent siden 1600- og 1700 tallet, da 

Rike: Fungi 

Divisjon: Basidiomycota 

Klasse: Agaricomycetes 

Orden: Hymenochaetales 

Familie: Hymenochaetaceae 

Slekt: Inonotus 

Art: obliquus 

(Pilát, 1942; NCBI taxonomy, 2017) 
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spesielt i land som Kina, Korea, Japan, Russland og de baltiske landene. Det antas at 

ekstraktet kan ha positive effekter på lipid metabolisme, hjerte- og lever funksjon, kan hemme 

vekst av kreftceller, ha antiviral aktivitet ved infeksjon med HIV-1, ha antiinflammatorisk 

effekt ved gastrointestinale problemer, antioksiderende egenskaper, antimikrobiell aktivitet, 

samt effekt mot tuberkulose og diabetes (Lee et al., 2008; Chen et al., 2015; Glamoclija et al., 

2015; Arata et al., 2016).  

1.1.4 Tidligere forskning 

I. obliquus er en medisinsk sopp som har vist en stor produksjon av ulike aktive metabolitter 

med antioksiderende egenskaper som for eksempel melanin, fenoliske forbindelser, 

polysakkarider og antioksiderende enzymer (Zheng et al., 2010).  

Du et al. (2013) isolerte tre vannoppløselige polysakkaridfraksjoner ved utfelling med alkohol 

fra I. obliquus skleroti med 23-35% innhold av karbohydrater. Polysakkaridfraksjonenes 

antioksiderende aktivitet ble undersøkt in vitro ved å se på evne til å totalt redusere 

oksidasjon, scavenge DPPH, radikal hydroksid, radikal superoksid anion og radikal 

hydrogenoksid. Resultatet av studien ga konsentrasjonsavhengig antioksidantaktivitet av alle 

polysakkaridfraksjonene. En studie utført av Glamoclija et al. (2015) har også vist god 

antioksiderende aktivitet av vann- og etanolekstrakt fra I. obliquus, i samme artikkel er det i 

tillegg vist lovende antimikrobielle egenskaper av både vann- og etanolekstrakt. 

Antioksiderende aktivitet av melanin isolert fra I. obliquus er undersøkt av Babitskaya et al. 

(2000). Studien viste at melanin fra sopp hadde positive antioksiderende og genbeskyttende 

egenskaper.  

Fra musestudier utført av Arata et al. (2016) er det rapportert antitumor egenskaper av 

vannekstrakt fra I. obliquus. Det ble undersøkt hemming av vekst ved Lewis lungekreft og 

reduksjon av spontan metastase. Med utgangspunkt i egne data om daglig inntak av chagate i 

Japan, ble det tilført i 3 uker en kontinuerlig dose på 6mg/kg/dag av vannekstraktet. De 

rapporterte at ekstraktet viste signifikant antitumor aktivitet ved begge tilfeller, hvor det var 

observert en svulstreduksjon i mus på 60% og metastase i mus hadde en observert reduksjon 

på 25% i forhold til kontrollgruppen.  

I motsetning, viste en in vitro studie utført av Chen et al. (2015) av isolert rent polysakkarid, 

med 73.7% nøytrale polysakkarider og 30.1% uronsyrer, fra I. obliquus ingen signifikant 
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antitumor aktivitet. Men polysakkaridfraksjonen hadde en observert forbedret immunrespons 

ved proliferasjon av lymfocytter. Det var også vist at polysakkaridfraksjonen kunne fremme 

cytokinsekresjon og fagocyotose til makrofager i mus. Det var antydet at fraksjonen utøvde 

sine antitumormekanismer ved forbedring av immunrespons in vivo. På bakgrunn av 

resultatene ble det ble antydet i artikkelen at polysakkaridfraksjonen kan være et potensielt 

terapeutisk middel mot lymfoidkreft ved å inneha immunmodulerende aktivitet (Chen et al., 

2015).   

1.2 Immunologi 

1.2.1 Immunsystemet 

Immunforsvaret har som hovedoppgave å beskytte kroppen mot stoffer som kan fremkalle 

sykdom. Det fjerner døde og skadede celler og vev, og har også i oppgave å angripe og fjerne 

bakterier, virus og kreftceller. Kroppens immunsystem består av et samspill av ulike 

spesialiserte celler, og et stort antall ekstracellulære proteiner. De ulike komponentene som 

samarbeider, kan deles inn i det medfødte og det ervervede immunforsvaret. Det medfødte 

immunsystemet gir en rask og ikke-spesifikk respons, ved interaksjon med alt som er ukjent 

for kroppen. Mens det ervervede immunsystemet er mer spesifikt og blir ikke blir aktivert før 

patogene har invadert kroppens vev. De mest kjente cellene i det medfødte immunsystemet er 

komplementsystemet, makrofager, naturlig drepecelle (NK-celler, natural killer cells), 

dendrittiske celler (DC), nøytrofile, basofile og eosinofile granulocytter. Mens de mest kjente 

immuncellene i det ervervede immunsystemet er T- og B-lymfocytter (Dudek et al., 2013; 

Sand et al., 2014). 

Når det medfødte immunforsvaret blir aktivert samarbeider celler og proteiner i kroppen for å 

identifisere og bekjempe patogenene så raskt som mulig. De første cellene som reagerer er 

makrofagene, de tar opp patogene ved fagocytose, før de bryter dem ned ved ulike 

enzymatiske prosesser. I tillegg skiller makrofagene ut cytokiner, som fører til rekruttering av 

nøytrofile granulocytter. NK-celler dreper unormale celler ved å skille ut proteinet perforin. 

Perforin er et protein som danner porer i målcellens cellemembranen, noe som fører til drap 

ved tap av intracellulær væske. Aktiverte NK-celler kan i tillegg produsere og skille ut 

cytokinet interferon gamma (INFγ), som har evne til å øke makrofagenes facgocyterende 

kapasitet. I det medfødte immunsystemet finner vi også komplementsystemet, som består av 
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et stort antall inaktive plasmaproteiner, som ved aktivering setter i gang en kaskadereaksjon. 

Til forskjell fra det medfødte immunforsvaret, blir det ervervede immunforsvaret aktivert ved 

presentasjon av antigener, noe som fører til en høy grad av spesifisitet. Hver enkel lymfocytt, 

vil ha en egen spesifikk membranreseptor for et spesifikt antigen. Når lymfocytten kommer i 

kontakt med antigenet, aktiveres lymfocyttene og setter dermed i gang immunresponsen. To 

celler som aktivt presenterer antigenene til det ervervede immunforsvaret, er makrofagene og 

DC (Dudek et al., 2013; Sand et al., 2014; Thwe et al., 2018).  

Medfødt immunrespons har vist å være avhengig av gjenkjennelse i PAMP (patogen-assosiert 

molekylær struktur) ved reseptorer som gjenkjenner struktur PRR (pattern recognition 

reseptors). Eksempler på PRR er toll-liknende reseptorer (TLR) og dectin-1. Kjente 

celleveggskomponenter som også er PAMP er LPS (lipopolysakkarid) fra gram-negative 

bakterier eller β-glukaner fra sopp og gjær (Volman et al., 2008) 

1.2.2 Dendrittiske celler 

Dendrittiske celler (DC) er den mest potente profesjonelle antigenpresenterende cellen, som 

danner en viktig kobling mellom det medfødte og det ervervede immunsystemet. DC er veldig 

effektive til å fange opp antigen i patogener ved fagocytose. Det blir sekrert en rekke 

proteolytiske enzymer under fagcocytose, som bryter ned fagocytert materiale til enkle 

nedbrytningsprodukter. Disse kan deretter skilles ut ved eksocytose eller bli bearbeidet til 

peptidfragmenter av antigenet. Fragmentene kan deretter binde seg til vevstypemolekyl MHC 

klasse II (MHC, major histocompatobility complex), som bare er funnet i 

antigenpresenterende celler. Komplekset blir deretter transportert til celleoverflaten, hvor de 

nå eksponerer peptidfragmentene til omgivelsene som spesifikt epitop. DC beveger seg 

deretter aktivt til nærliggende, sekundære lymfoide organer, hvor de da presenterer antigenene 

til T-hjelpecellene som da setter i gang det ervervede immunforsvaret (Luckashenak et al., 

2013; Sand et al., 2014). 

DC har et stor mangfold av PRR overflatereseptorer som for eksempel TLR og dectin-1. 

Disse spiller en viktig rolle, slik at DC kan gjenkjenne faresignaler fra PAMP og dermed 

initiere immunresponsen. Det er vist at ved aktivering av DC via TLR kan det føre til 

oppregulering av syntetisering og sekresjon av nitrogenoksid (NO). NO har vist å kunne 

oppregulere produksjon av ROS og NOS (reaktive oksygen- og nitrogen specier), som ved 

akkumulering i cellen fører til cytotoksiske reaksjoner og dermed programmert celledød 
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(apotose). NO er også involvert i tumoricidal og mikroicidal aktivitet (Luckashenak et al., 

2013; Thwe et al., 2018).  

1.2.3 Komplementsystemet 

Komplementsystemet er en del av kroppens medfødte immunforsvar, den består av et 

komplekst system av plasmaproteiner som sirkulerer fritt i blodbanen. Proteinene sirkulerer i 

blodbanen som inaktivert proenzym (zymogen), og når et inaktivert proenzym blir aktivert 

omdannes det til aktiv enzymatisk form. Aktivert enzym kan deretter aktivere neste 

komplement protein ved ny proteolytisk kløyving. Det er tre kjente veier for å sette i gang 

komplement kaskadereaksjonen, det er den klassiske veien, den alternative veien eller 

aktivering via mannan-bindende-lektin vei (figur 1.2) (Nesargikar et al., 2012). 

 

Figur 1.2: Oversikt over ulike aktiveringsveier av komplementsystemet (Janeway Jr et al., 2001) 

Initiering av komplementsystemet via den klassiske veien styres av IgG og IgM 

antistoff/antigen kompleks binding til komplementfaktor C1q på overflaten av patogener. For 

initiering av mannan-bindende-lektin vei, blir serum-proteinet mannan-bindende-lektin 

bundet til karbohydrater med mannose på bakterier eller virus. Aktivering via den alternative 

veien blir utløst når aktivert komplementfaktor C3 spontant binder seg til overflaten av 

patogener. Resultat av de ulike aktiveringsveiene blir da enten inflammatorisk respons med 
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tilhørende mediatorer og rekruttering av fagcocytter, markere patoger for opsonisering og 

drap ved fagcocytose. Den kan også føre til drap av celler ved dannelse av et 

membrankompleks som da fører til lyse av cellen (Janeway Jr et al., 2001; Nesargikar et al., 

2012). 

1.3 Polysakkarider 

Polysakkarider også kalt glykaner er karbohydratforbindelser som forekommer naturlig i mat, 

planter, sopp og dyr. Polysakkarider er polymere forbindelser som består av alt fra 10 til flere 

tusen monosakkaridenheter. Enhetene er bundet sammen med en O-glykosidbinding og kan 

enten være linære eller forgrenede. Bindingene blir dannet når syklisk hemiacetal av et 

monosakkarid reagerer med en OH-gruppe på et annet monosakkarid via 

kondensasjonsreaksjon og danner en acetal-binding. Konfigurasjon av bindingen mellom 

enhetene kan deles inn i to ulike former, α og β (figur 1.3). Avhengig av sammensetningen av 

monosakkaridenhetene, kan polysakkaridene deles inn i to hovedgrupper homo- og 

heteropolysakkarider. Homopolysakkarider er sammensatt av én type monosakkarid, mens 

heteropolysakkarider kan være sammensatt av mange ulike monosakkaridenheter 

(Izydorczyk, 2005; Schwartz et al., 2014). 

  

Figur 1.3: Eksempel på homopolysakkaridene amylose og cellulose. Venstre: amylose fra stivelse (α-1,4-

binding). Høyre: cellulose (β-1,4-binding). 

1.3.1 Polysakkarider i sopp 

Sopp har i flere århundre blitt ansett som både en spiselig og medisinsk ressurs i asiatiske land 

og Europa (Schwartz et al., 2014). Medisinske sopper er av stor interesse fordi de inneholder 

mange ulike komponenter, som potensielt blir utnyttet i medisinsk sammenheng. Et eksempel 

på bioaktive forbindelser isolert fra sopp er polysakkarider, som videre kan deles inn i kitin, 

hemicellulose, β- og α- glukaner, mannaner, xylaner, og galaktaner. Av alle bioaktive 

polysakkarider fremstilt av sopp, er det homopolysakkaridet β-glukan som er antatt viktigst. I 

tillegg til homopolysakkaridet β-glukan har også heteroglukaner fra sopp vist lovende 
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biologiske egenskaper. Heteroglukaner består av en glukose hovedkjede, med sidekjeder av 

arabinose, mannose, fucose, galaktose, xylose, glukose og uronsyrer. Selv om heteroglukaner 

har ulik sammensetning og varierende lengde av sidekjeder tilhører de fortsatt hovedgruppen 

β-glukaner (Friedman, 2016; Singdevsachan et al., 2016).  

1.3.2 β-glukaner 

β-glukaner forekommer naturlig i ulike kornsorter som havre og bygg, det er også mulig å 

finne β-glukaner tilstede i bakterier, gjær og ulike sopparter. β-glukaner er karbohydrater som 

er bygget opp av flere enheter av monosakkaridet glukose bundet i β-konfigurasjon. Hvor 

glukanene kommer fra har mye å si for total struktur. Glukaner fra for eksempel bygg og 

havre har en lang kjede bygget opp av linære regioner av β-1,4-bindinger, separert med korte 

regioner med β-1,3 bindinger. Glukaner fra bakterier og sopp består derimot av en hovedkjede 

av β-1,3 eller β-1,6 bindinger, med tilhørende forgreninger i varierende lengde og distribusjon 

på hovedkjeden, bundet enten β-1,3 eller β-1,6 (figur 1.4). Den biologiske aktiviteten av β-

glukaner påvirkes i stor av grad av forgrening, molekylær vekt, tredimensjonal struktur, 

ladning av polymeren og konformasjon i løsninger (trippel, enkel eller random coil) 

(Akramiene et al., 2007; Volman et al., 2008; Schwartz et al., 2014; Singdevsachan et al., 

2016).  

 

Figur 1.4: Strukturelle forskjeller av β-glukan fra ulike kilder (Volman et al., 2008). 
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1.3.3 Biologisk aktive β-glukaner 

Som nevnt tidligere er biologisk aktivitet av β-glukaner fra medisinsk sopp av høy interesse. 

β-glukaner har vist å kunne senke kolesterol, triglyserid nivå og normalisere blodsukker nivå 

hos både mus og mennesker (Friedman, 2016). Det er videre vist positive resultater innen 

kreftbehandling og som immunmodulerende preparat (Wasser, 2002; Akramiene et al., 2007).  

In vitro studier oppsummert av Volman et al. (2008) viser til at β-glukaner fra gjær og sopp 

kan øke immunresponsen. Dette skjer ved å øke aktivitet til makrofager og dendrittiske celler 

som fører til økt produksjon av proinflammatoriske cytokiner, ROS, NOS, samt frigivelse av 

cytotoksiske stoffer. I tillegg har det blitt utført en del studier på isolerte leukocytter fra dyr 

som har blitt behandlet med β-glukaner. De isolerte leukocyttene ble i tillegg aktivert med 

kjente stimulatorer som LPS eller patogener, resultatene viste økt immunrespons av 

leukocytter ved stimulering av β-glukaner i likhet med kjente stimulatorer. Selv om det er 

utført veldig få humane studier av β-glukaner, har de foreløpig vist positive resultater. Hvor β-

glukaner har vist en beskyttende effekt ved å øke immunresponsen i leukocytter ved infeksjon 

av patogener hos mennesker (Volman et al., 2008).  

Hovedfokus ved forskning av β-glukaner kan deles inn i to områder ifølge Batbayar et al. 

(2012). Det kan enten være stimulering av det medfødte immunsystemet ved binding til β-

glukan reseptorer dektin-1 og TLR. Det andre store forskningsområdet er å undersøke 

antitumor aktiviteten til β-glukaner fra sopp, som blir regulert ved stimulering av makrofager 

og DC. Noen β-glukaner isolert fra sopp, som lentinan, schizophyllan og PSK, har allerede 

blitt kommersialisert og blir bruket klinisk til behandling av ulike kreftformer (Wasser, 2002; 

Batbayar et al., 2012). Selv om de β-glukanbaserte legemidlene i prinsippet bare har blitt 

brukt i kombinasjon med kjemisk kreftbehandling, har kliniske studier av kjemisk modifiserte 

β-glukaner vist å kunne øke overlevelse ved kombinert kjemoterapi signifikant i forhold til 

kjemoterapi alene (Wasser, 2002; Kawata et al., 2015). 

1.3.4 Biotilgjengelighet av β-glukaner 

Oralt administrerte og naturlige β-glukaner, som lentinan og schizofyllan, er kjent for å 

inneha immunmodulerende effekter, og har blitt brukt kommersielt i Japan ved 

kreftbehandling i mer enn 30 år. Til tross for deres rapporterte antitumor effekter er 

mekanismen som ligger til grunn for opptaket i tarmlumen av høymolekylære β-glukaner, 
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ikke klar. Absorbsjonsmekanismene til α-glukaner og β -glukaner i tarmen er ganske 

forskjellige. α-glukaner administrert oralt kan lett blir nedbrutt av fordøyelsesenzymer, i 

motsetning er β-glukaner ikke fordøyelige på grunn av fravær av degraderende (Batbayar et 

al., 2012).  

Det er antatt at polysakkarider fra sopp og da spesielt β-glukaner, blir tatt opp ved oral 

administrasjon i tarmen ved interaksjon med mikrofold (M)-cellene i Peyer’s patches. Peyer’s 

patches er folikler i tarmepitelet som spiller en viktig rolle i regulering av immunresponser. 

De samhandler med makrofager, dendrittiske celler, samt lymfocytter for å aktivere 

systemiske immunresponser. Det er antatt at β-glukaner fungerer som PAMP og kan dermed 

interagere med PRR på immunceller (Volman et al., 2008; Batbayar et al., 2012).  

1.4  Melanin 

Melanin er et brunt eller svart fargepigment med høy molekylærvekt, dannet ved oksidativ 

polymerisering av fenoliske og indoliske forbindelser. Pigmentene er ikke essensielle for 

vekst av sopp, men det har blitt rapportert at soppen bruker melanin som en «beskyttende 

rustning», da polymeren har vist gode egenskaper for å beskytte organismer fra skadelige 

miljøforhold som UV-stråling, ekstreme temperaturer og hydrolytiske enzymer. Melanin har 

videre vist å kunne øke overlevelse av sopp på grunn av dens gode antioksiderende 

egenskaper (de Cassia et al., 2005). 

Melanin har vist å være dårlig løselig i et bredt pH område og i mange forskjellige løsemidler. 

Dette fører til problemer ved for eksempel kjemisk degradering av polymeren til monomere 

enheter, som videre skaper problemer ved mange ulike analyseringsmetoder (Prados-Rosales 

et al., 2015). Babitskaya et al. (2000) viser til en metode for isolering og separasjon av 

melanin fra en vandig løsning, ved å utnytte endret løselighet til melanin ved lave pH 

områder. Melanin feller ut og kan blir separert fra løsning ved sentrifugering (Babitskaya et 

al., 2000). 

Melanin har blitt observert i enten den ytre eller indre delen av soppcelleveggen avhengig av 

art. Celleveggen består av flere lag, som er med på å danne struktur av cellen og virke 

beskyttende ved osmotisk trykk. Celleveggen består hovedsakelig av forgrenede 

polysakkarider, inkludert β-glukaner, kitin, mannan og galaktofuranose i ulik variabel mengde 

avhengig av art. Tallrike mikroskopistudier på den samlede arkitekturen av 
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melaninpolymeren i sopp, avslører at melanin danner granulære partikler i celleveggen, hvor 

de antageligvis er kryssbundet til polysakkaridforbindelser (Eisenman et al., 2012). 

Eisenman et al. (2012) har oppsummert studier som viser at melanin fra sopp kan påvirke 

immunresponser. Eksempler på interferens av melanin og normalfunksjon av fagocytterende 

celler kan være antiinflammatorisk effekt ved redusert produksjon av nitritt i makrofager 

(Bocca et al., 2006) og hemme fagocytose (Wang et al., 1995). Eksperimentelle musestudier 

utført med melanin har vist å kunne aktivere komplementsystemet via den alternative veien 

(Rosas et al., 2002), påvirke cytokinnivåer som en respons på infeksjon med melanin fra sopp 

(Mednick et al., 2005) eller hemme cytokinproduksjon i verten ved muligens blokkering av 

PAMP (Chai et al., 2010).  
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2  Mål med oppgaven 

Målet med oppgaven var følgende: 

 Å ekstrahere Inonotus obliquus i vann med utgangspunkt i tradisjonell bruksmetode 

ved ulike parametere innen tid, konsentrasjon og temperatur og dermed finne de mest 

velegnede ekstraksjonsparameterne som ga høyest utbytte av ekstrakt, karbohydrater, 

fenoliske forbindelser og proteiner. 

 Å undersøke den antibakterielle og antifungale effekten av vannekstraktene. 

 Å finne en velegnet metode for å separere melanin og polysakkarider i vannekstraktet.  

 Å karakterisere struktur av isolerte polysakkaridfraksjoner med hensyn på 

monosakkaridsammensetning og bindingsforhold. 

 Å undersøke immunmodulerende effekter av isolerte polysakkaridfraksjoner.  
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3 Metoder og Materiale 

3.1 Generelle metoder 

3.1.1 Vannkvalitet 

Destillert vann fremstilt ved omvendt osmose ble benyttet ved utføring av alle forsøkene.  

 Elix ® milipore med Progard ® NP2  

3.1.2 Innveiing 

Innveiing av råstoff og produktmateriale ble utført på:  

 Analysevekt: Sartorius BP1200 

 Overskålsvekt: Acculab digital scales 

3.1.3 Degassing av løsninger 

Løsninger som krever fravær av luft og luftbobler ble behandlet med heliumgass (AGA) i 15-

20 min. 

3.1.4 Inndamping på rotavapor 

Inndamping på rotavapor er en kjent instrumentell metode som brukes for å redusere store 

volum av et løsningsmiddel ved destillering. Prøveløsningen befinner seg i en roterende 

rundkolbe festet over vannbad. Vakuum påføres rundkolben for å senke kokepunkt i 

løsningsmiddelet. 

 Rotavapor: RV 10 Basic Rotary Evaporators (IKA® Works)  

o Betingelser: vannbadtemperatur: 40°C 

 Pæreformede rundkolber 
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3.1.5 Frysetørking 

Frysetørking er en skånsom metode for å fremstille tørrstoff. Den vandige løsningen blir fryst 

til is på metanolbad, og tørket på frysetørker i 24-48 timer under trykk for å sikre sublimasjon.  

 Metanolbad: Hetofrig (Heto Birkerød, Danmark)  

o Betingelser: metanolbadtemperatur: -40°C 

 Frysetørker: ALPHA 1-4, ALPHA 1-4-LDplus, freeze-dryer (Martin Christ 

Laboratory®) 

 Vakuumpumpe: Direct-Drive High Vacuum Pumps (Welch®) 

 All-Purpose Laboratory Film (Parafilm®) 

 Pæreformet rundkolbe med overgang og glassull eller drammeglass med parafilm 

 Fryser for oppbevaring 

 Kanyle for å stikke hull i parafilm 

3.1.6 Tørking med eksikator 

I bunnen av en lufttett eksikator plasseres tørkemiddelet P2O5. Prøvene plasseres i eksikatoren 

og det tilføres lavt trykk ved bruk av vakuum i minst 30 min. 

 Lufttett eksikator 

 Vakuumpumpe / vakuum med vannstråle 

 All-Purpose Laboratory Film (Parafilm®) 

 Begerglass for oppbevaring 

 Kanyle for å stikke hull i parafilm 

3.1.7 Nitrogen tørking 

En rask og skånsom metode for å tørke små mengder prøve, er ved bruk av N2-gass. Gass i 

kombinasjon med oppvarming av prøveløsning på varmeenhet sørger for rask fordamping av 

løsningsmiddelet. 

 Reacti-Vap™ Evaporators og Reacti-therm™ III, koblet til komprimert nitrogen 

(AGA) (Thermo Scientific™):  

 Supelcorør med skru lokk, 4 ml (Sigma-Aldrich®) 
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3.1.8 Dialyse 

Dialyse er en separasjonsmetode som baserer seg på selektiv og passiv diffusjon over en 

semipermeabel membran. Membranen i dialyseslangen består av en porøs matriks med 

definert porestørrelse bestemt av MWCO (molecular weight cut-off). Ioner og uønskede 

lavmolekylære forbindelser under MWCO vil diffundere ut i eksternt væskevolum, på grunn 

av netto konsentrasjonsforskjeller ved likevekt (osmose). Sirkulering av vannet ved bruk av 

magnetrører gir effektivt bytte mellom dialysevæske og eksternt væskevolum (Haney et al., 

2013; ThermoFisher Scientific, 2018). 

Reagenser: 

 NaOH, 2% 

 Na-azid, 0.05% 

 Destillert vann 

 Toluen 

Utstyr: 

 Dialyseslanger: Spectra/Por® 3 Standard RC Dialysis Tubing, MWCO: 3.5 kD 

(d=29mm) 

 Begerglass (4-5 L) 

 Plastbøtte (10 L) 

 Dialyseklyper 

 Glasstaver 

 Magnet og magnetrører 

 Trakt 

 Micropipette (Rainin™) m/tilhørende spisser 

 Kokeplate og kasserolle m/lokk (5 L) 

Prosedyre: 

A. Forberedelse av dialyseslanger 

1. Dialyseslanger ble klippet til ønsket lengde (20-80 cm). 

2. I kasserolle med lokk ble 2% NaOH kokt opp til kokepunkt. 

3. Dialyseslangene legges i kokende 2% NaOH, og ble kokt i 10 min. Under koking ble 

slangene fylt med væske og presset ned med glasstav. 
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4. Etter koking ble slangene avkjølt. Slangene ble så skylt godt innvending og utvendig 

med springvann, etterfulgt av grundig skylling med destillert vann. 

5. Dialyseslangene ble deretter kokt i destillert vann i 10 min. 

6. Dialyseslangene ble deretter avkjølt, før de ble skylt godt innvendig med destillert 

vann. 

7. Dialyseslangene ble overført til en passende oppbevaringsbeholder med 0.05% Na-

azid og oppbevart ved 4°C for å hindre bakteriell vekst. 

B. Bruk av dialyseslanger 

1. Dialyseslangene ble tatt ut av oppbevaringsbeholder, og overført direkte over i et 

begerglass fylt med destillert vann før bruk. 

2. Slangene ble vasket godt innvending og utvendig med destillert vann. 

3. Slangene ble lukket i den ene enden med knute og klype.  

4. Slangene ble deretter sjekket for lekkasje ved tilsetting av litt destillert vann.  

5. Prøveløsningen ble tilsatt slangene ved hjelp av trakt. Passet på at slangene ikke ble 

fylt opp mer enn ½ - ¾.  

6. For å hindre bakteriell vekst ble det tilsatt 100 µL toluen til dialyseslangene.  

7. Mest mulig luft ble presset ut fra dialyseslangen, før de ble forseglet med knute og 

klype.  

8. Fylte dialyseslanger ble overført til en stor plastbøtte med destillert vann. Plastbøtten 

ble så satt til oppbevaring i kjølerom (4°C) under omrøring med magnetrører. I 

plastbøtten ble det bruk glasstaver som stativ for å sikre at dialyseslangene ikke ble 

ødelagt av magneten.  

9. Den eksterne væsken med destillert vann, ble under dialyse kontinuerlig skiftet ut ved 

intervaller på 5-6 timer eller over natten. 

10. Etter endt dialyse på 48 timer ble toluen dampet av på rotavapor. 

3.1.9 PD-10 desaltingskolonne 

For rask separasjon av høy- og lavmolekylære substanser benyttes ferdigpakket kolonne med 

Sephadex G-25 medium. Metoden baserer seg på gelfiltreringsprinsippet og kan benyttes som 

alternativ til dialyse. Høymolekylære substanser passerer gjennom gelen, mens saltrester og 

lavmolekylære stoffer under 5000 Da holdes igjen i kolonnens porøse matriks (GE-

Healthcare, 2007). 
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Reagenser: 

 Destillert vann 

Utstyr: 

 PD-10 kolonne 

 Stativ til oppsett 

 Begerglass 

 Micropipette (Rainin™) m/tilhørende spisser 

Prosedyre:  

1. Ferdigpakket kolonne ble klargjort på stativet, hetten ble fjernet og tuppen klippet av. 

Overflødig væske i kolonne ble fjernet og kastet. 

2. Kolonnen ble deretter kondisjonert med ~5 ml destillert vann. 

3. Til kolonnematriks ble det påsatt 2.5 ml prøve som suges opp i kolonnen. 

4. Prøven ble deretter eluert ut og samlet opp ved å påføre 3.5 ml destillert vann.  

5. Kolonnen ble deretter skylt for salter og klargjort for ny prøve ved å påføre 4-5 ml 

destillert vann. 

6. Trinn 2-4 ble gjentatt ved applisering av mer prøve på kolonne.  

3.1.10  Syrevask av glassutstyr 

Glassutstyr som brukes i kvantitative og kvalitative karbohydratanalyser, kan noen ganger 

være kontaminert med spormengder av cellulose fra oppbevaringsesker. For å fjerne disse 

kontaminantene ble glassutstyret vasket med konsentrert saltsyre. 

Reagenser: 

 Konsentrert HCl, 37% 

 Destillert vann 

Utsyr: 

 Verneutstyr: labfrakk, briller og hansker 

 Begerglass 

 Aluminiumsfolie 

 Varmeskap: Heraeus® Function Line drying oven (Thermo Scientific™) 
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Prosedyre: 

1. 37% konsentrert HCl ble overført til et stort begerglass i avtrekkskap. 

2. Glassutstyret ble deretter fylt opp med 37% konsentrert HCl, og satt til henstand i 

avtrekkskap i 30 min. 

3. Etter henstand ble HCl helt ut i egne oppbevaringsbeholdere. 

4. Glassutstyret ble deretter skylt grundig med springvann 2-3 ganger, deretter skylt igjen 

med destillert vann 2-3 ganger. 

5. Utstyret ble deretter lagt til tørk i varmeskap ved 80°C i 2-3 timer. 

6. Ferdigvasket glassutstyr ble pakket inn i aluminiumsfolie. 

3.2 Ekstraksjon med vann 

Biter av I. obliquus ble ekstrahert i vann med utgangspunkt i tradisjonelle metoder for 

tilberedning av te med biter av I. obliquus. Utvalgte ekstraksjonsparametere innen tid, 

konsentrasjon og temperatur, ble undersøkt for å finne ekstraksjonsmetode i vann som gir 

høyest utbytte av råekstrakt. Etter å ha funnet beste ekstraksjonsparametere for biter av I. 

obliquus, ble det undersøkt om det var forskjell i utbytte ekstrahert ut fra pulverisert 

råmateriale i forhold til biter. 

Utstyr:  

 Begerglass, erlenmeyerkolbe eller kasseroller m/lokk (rommer minst 3 L) 

 Büchner-oppsett med vannvakuum: trakt, kolbe og filter papir 

o Filter papir: Whatman® filter papir, runde d=12.5 cm 

 Målesylinder 

 Kokeplater 

 Termometer 

 Glasstaver 

 Stoppeklokke 

 Analysevekt og overvekstskål 

Reagenser/materiale: 

 Destillert vann 

 Inonotus obliquus (Chaga): høstet ved Brønnøya i Asker kommune våren 2017. 

Identifisert av professor Klaus Høiland, IBV, UiO. 
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Parametere: 

Tid: 10 min, 1 time, 3 timer 

Konsentrasjon:  5g/L, 25g/L, 50g/L 

Temperatur:  50°C, 100°C 

Prosedyre: 

1. Tørkede biter eller pulverisert materiale av I. obliquus ble ekstrahert med destillert 

vann ved utvalgte parametere.  

2. Vannekstraktet ble deretter filtrert ved bruk av Büchner-oppsett med vakuum for å 

fjerne partikler. 

3. Ekstraktet ble deretter overført til pæreformet rundkolbe og dampet inn på rotavapor 

til passende volum (metode 3.1.4).  

4. Inndampet produkt ble deretter tørket ved frysetørking i 48 timer (metode 3.1.5). 

5. Utbytte av hvert vannekstrakt ble bestemt. 

3.3 Isolering av polysakkarider 

3.3.1 Separasjon av polysakkarider og melanin 

Vandig råekstrakt av I. obliquus inneholder store mengder av fargepigmentet melanin som gir 

dens karakteristiske gulfarge. Siden melanin har vist å føre til forstyrrelser i kolorimetrisk 

sensitive forsøk, i tillegg til å ha egne antioksiderende egenskaper. Er det derfor ønskelig å 

skille melanin og polysakkaridene, for å få renere polysakkaridfraksjoner til videre analyse av 

immunmodulerende aktivitet av polysakkarider. Tidligere metoder beskrevet for å isolere 

polysakkarider er ved etanol-presipitering (Smidsrød et al., 1967; Xu et al., 2014) eller 

koagulere melanin ved å tilsette syre til pH ~ 2, etterfulgt av separasjon med sentrifuge 

(Babitskaya et al., 2000; Kukulyanskaya et al., 2002). I denne oppgaven ble begge metodene 

kombinert for å sikre et renere polysakkaridrikt sluttprodukt. Det var i tillegg ønskelig å 

bestemme optimal rekkefølge ved utførelse av metodene (figur 3.1).  

 Metode A: Etanol-presipitering etterfulgt av melanin og polysakkarid separasjon ved 

syre-behandling  

 Metode B: Separasjon av melanin og polysakkarider ved syre-behandling etterfulgt av 

etanol-presipitering 
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Figur 3.1: Skjematisk oversikt over utførelse av metode A og B for å separere melanin og polysakkarider.  

* merket trinn ble hoppet over under utførelse av metode på nytt på grunn av opprinnelig dårlig utbytte. 

3.3.1.1 Etanol-presipitering: Utfelling av polysakkarider i etanol-løsning 

Polare molekyler som polysakkarider og andre vannløselige molekyler, feller ut av en vandig 

løsning ved å tilsett etanol til en konsentrasjon på mer enn 70%. Tilsetning av etanol fører til 

forstyrrelser i elektrostatisk interaksjon mellom molekylene og vann. Løseligheten av 

molekylene blir dårligere og bunnfallet kan deretter separeres fra resten av løsningen ved bruk 

av sentrifuge (Smidsrød et al., 1967; Xu et al., 2014; Bitesize Bio, 2018) 

Reagens/materialer: 

 EtOH, 96% 

 Aceton 

 Destillert vann 

 Ekstrahert vannekstrakt av pulverisert I. obliquus: WExPul (25g/L,1t,100°C), (metode 

3.2). 

Utstyr: 

 Sentrifuge: Heraeus® Multifuge® 4 KR (Thermo Scientific™) 

 Rotavapor (metode 3.1.4) 

 Frysetørking (metode 3.1.5) 

 Begerglass 

 Sentrifugerør m/lokk  
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 Erlenmeyerkolbe (2-3 L) 

 Analysevekt  

 Glasstav 

 Kjøleskap 

 All-Purpose Laboratory Film (Parafilm®) 

 Målesylinder 

Prosedyre: 

1. Det ble lagd en ~15 mg/ml prøveløsning av vannekstrakt WExPul (25g/L,1t,100°C) i 

destillert vann. 

2. Til vandig prøveløsning (~100 ml) ble det tilsatt 96% EtOH til en konsentrasjon på ca. 

70% (~300 ml).  

3. Prøveløsningen ble forseglet med parafilm og deretter oppbevart i kjøleskap (4°C) i 48 

timer. 

4. Løsningen ble deretter overført til sentrifugerør med lokk. Bunnfallet ble separert fra 

resten av løsningen ved bruk av sentrifuge ved 4400 rpm i 15 min. 

5. Bunnfallet ble vasket først med litt EtOH og deretter aceton. Hvis nødvendig ble det 

sentrifugert mellom hvert vasketrinn og fjernet overflødig væske. 

6. Aceton ble deretter avdampet i avtrekksskap i 10 min. 

7. Bunnfallet ble deretter reløst i 100 ml destillert vann.  

8. Løsning ble deretter satt til dialyse (metode 3.1.8).  

9. Ved etanol-presipitering som siste trinn, ble løsningen deretter dampet inn på 

rotavapor. Den ble deretter satt til frysetørking, før utbytte ble bestemt.  

3.3.1.2 Syre-behandling: separasjon av polysakkarider og melaninkompleks 

Tidligere studier har vist at ved tilsetning av konsentrert HCl til en pH~2, koagulerer melanin 

fargekomplekset. Koagulert fargekompleks kan deretter bli separert fra den vandige løsningen 

ved sentrifugering (Babitskaya et al., 2000; Kukulyanskaya et al., 2002). 

Utstyr: 

 pH-måler: S220 SevenCompact™ pH/Ion (Mettler Toledo) 

 Sentrifuge: Heraeus® Multifuge® 4 KR (Thermo Scientific™) 

 Rotavapor (metode 3.1.4) 
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 Frysetørking (metode 3.1.5) 

 Begerglass  

 Sentrifugerør m/lokk 

 Glasstav til omrøring 

 Micropipette (Rainin™) m/tilhørende spisser 

 Analysevekt  

 Målesylinder 

Reagenser/materialer: 

 NaOH, 1.5M eller høyere 

 Konsentrert HCl, 4M eller høyere 

 Ekstrahert vannekstrakt av pulverisert I. obliquus: WExPul (25g/L,1t,100°C) fra 

(metode 3.2) 

Prosedyre: 

1. Det ble lagd en ~15 mg/ml prøveløsning av vannekstrakt WExPul (25g/L,1t,100°C) i 

destillert vann. 

2. Til vandig prøveløsning (~100 ml) ble det tilsatt HCl forsiktig til pH~2, eller til 

observert koagulering av fargepigmentet kompleks. 

3. Løsningen ble overført til sentrifugerør med lokk, før det ble sentrifugert ved 4400rpm 

i 15 min 

4. Supernatant ble overført til et nytt begerglass, og nøytralisert med sterk base til pH~7. 

5. Løsningen ble deretter dialysert. (*) OBS, merket dialysetrinn (figur 3.1) ble hoppet 

over, ved utførelse av metode B for andre gang, på grunn av dårlig separasjon. 

6. Ved syre-behandling som siste trinn, ble løsningen deretter dampet inn på rotavapor. 

Den ble deretter satt til frysetørking, før utbytte ble bestemt. 

3.3.2 Ionebytterkromatografi 

For å isolere ioniske stoffer fra vandig prøveløsning kan ionebytterkromatografi benyttes. Den 

stasjonære fasen består av en uløselig matriks, med kovalent bundet ioniske grupper. Det 

oppstår ionisk interaksjon mellom ladede grupper på analytten og motsatt ladede grupper på 

stasjonær fase. Funksjonelle grupper på den stasjonære fasen kan grovt deles inn i negativ 

ladning (kationbyttere) og positiv ladning (anionbyttere) (Pedersen-Bjergaard et al., 2004). 
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ANX Sepharose ™ 4 Fast Flow (high Sub) 

ANX Sepharose™ 4 Fast Flow (high Sub) er en svak anionbytter med den tertiære 

aminogruppen dietylaminopropyl, og klorid som motion (figur 3.2). Den funksjonelle 

gruppen er sterkt kryssbundet til stasjonær matriks-fase, som består av 4% agarose derivat. 

 

Figur 3.2: Dietylaminopropyl med klor som motion 

De funksjonelle gruppene i polysakkarider har enten en nøytral eller negativ ladning (syre-

gruppe). Anionbytter benyttes for å få optimal separasjon av polysakkaridene i 

prøveløsningen. Ved applisering av prøveløsning til stasjonær fase, dannes elektrostatisk 

interaksjon mellom polysakkarider med negativ ladning og positiv ladning i valgt stasjonær 

fase. De nøytrale polysakkarider danner ikke interaksjon med kolonnen og kan dermed 

elueres ut først mest destillert vann som mobilfase. Polysakkarider med syre-gruppe holdes 

igjen i kolonnen og blir dermed separert fra de nøytrale polysakkaridene. For å bryte 

bindinger mellom negativt ladet analytt bundet til stasjonær fase, benyttes en mobilfase med 

økende ionestyrke på mobilfase. En 2M NaCl løsning blir pumpet over i en flaske med kjent 

volum med destillert vann, som pumpes videre inn på kolonnen. Ettersom 2M NaCl blir 

overført til flasken med destillert vann øker ionestyrken på mobilfasen (figur 3.3) (GE-

Healthcare, 2016). 

Figur 3.3: Skjematisk oversikt over oppsett av ionebytterkromatografi. 
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Utstyr: 

 Kolonne: Econo-Column®  

o Betingelser: indre diameter: 2.5 cm, lengde: 30 cm 

 Kolonnematriks: ANX Sepharose™ 4 Fast Flow (high Sub) 

 Pumpe: Perimax (Spetec) 

 Fraksjonssamler: Superfrac Fraction Collector (Pharmacia) 

 Fraksjonsrør, 10 ml 

 Begerglass 

 Erlenmeyerkolbe 

 Slanger til kolonne og pumpe m/overgang 

 Magnet og magnetrører 

 Glasstav og skje/spatel 

 Aluminiumsfolie 

 Pasteur pipette 

 Filterflaske m/tilhørende utstyr, 2L (Phenomenex®) 

o Vakuumpumpe / vakuum med vannstråle 

o Filterpapir: Millipore™ membran filter, 0.45 µm porestørrelse. 

 Sprøyter, 10 ml 

 Sprøytefilter:  

o Pall Acro® HDC II sprøytefilter, 6 μm 

o Millipore membran sprøytefilter, 0.22 μm 

Reagenser: Alle løsninger applisert på kolonne ble degasset og filtrert før bruk, store volum 

ble filtrert med filterflaske med tilsatt vakuum, mens små volum ble sterilfiltrert med sprøyte 

først med 6 μm, deretter 0.22 μm. 

 Destillert vann 

 NaCl, 2M  

 NaOH, 0.5M 

Prosedyre: 

A. Pakke kolonne 

1. Ferdigpreparert ANX Sepharose matriks ble reløst i litt degasset destillert vann og 

tilsatt ny kolonne ved hjelp av glasstav.  

https://www.ssllc.com/manufacturer/Pharmacia
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2. Kolonnen ble pakket med 1-2 kolonnevolum destillert vann over natten. Flowhastighet 

= 1 ml/min, kolonnevolum ~140 ml 

3. Overflødig vann etter pakking ble neste dag fjernet fra kolonnen ved bruk av 

pasteurpipette. Toppadapteret til kolonnen ble presset ned for å fjerne luftbobler og 

volum av pakkemateriale ble bestemt. Kolonnevolum ~140 ml 

B. Applisering og eluering av prøve på kolonne  

1. Det ble laget en ~100 ml prøveløsning med konsentrasjon 2 mg/ml. Partikler ble 

fjernet ved å filtrere prøveløsningen gjennom et 6 μm filter og deretter et 0.22 μm 

sprøytefilter. 

2. Prøveløsning ble deretter applisert på kolonne. Flowhastighet = 1 ml/min. 

3. De nøytrale polysakkaridene ble eluert ut og fraksjonert med 1.5 kolonnevolum 

destillert vann (~210 ml). Flowhastighet = 1 ml/min, 5 ml per fraksjonsrør. 

4. Deretter ble de sure polysakkaridene eluert ut og fraksjonert med økende NaCl 

gradient, sluttkonsentrasjon ved endt eluering var 1.3M. Flowhastighet fra NaCl-

løsning = 1 ml/min, flowhastighet inn på kolonne = 2 ml/min, 5 ml per fraksjonsrør. 

5. Kolonnen ble deretter eluert med 1.5 kolonnevolum 2M NaCl for å fjerne eventuelle 

resterende polysakkarider. Flowhastighet = 2 ml/min. 

6. Kolonnen ble vasket med 1.5 kolonnevolum 0.5M NaOH. Flowhastighet = 2 ml/min. 

7. For å fjerne rester av NaOH ble kolonnen eluert med 3-4 kolonnevolum destillert 

vann. Flowhastighet = 2 ml/min. 

3.4 Kvalitative og kvantitative forsøk 

3.4.1 Bestemmelse av proteininnhold 

En enkel metode for å bestemme mengde løste proteiner i råmateriale er ved bruk av Bio-Rad 

Protein Assay. Denne metoden er en kolorimetrisk, kvalitativ analysemetode. Basiske og 

aromatiske syreenheter på aminosyrer vil binde seg til tilsatt surt fargestoffreagens. 

Fargeintensiteten i prøveløsningen vil korrespondere med proteinkonsentrasjon, og 

intensiteten kan beregnes ut ifra en standardkurve med kjent konsentrasjon. Standardkurven 

har et lineært området fra 8.0 μg/ml til ca. 80 μg/ml. Absorbsjonsmaksimum blir målt ved 

595nm (Bio-Rad, 2018).  
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Utstyr: 

 Absorbansmåler: iMark™ Microplate Absorbance Reader 

 96-brønns mikrotiterplate, flatbunnet  

 Whatman® filterpapir 

 Eppendorfrør, 2 ml 

 Begerglass 

 Micropipette (Rainin™) m/tilhørende spisser 

 Wortex: Lab dancer (IKA®) 

Reagenser: 

 Protein Assay Dye Reagent Concentrate (Bio-rad) 

 Albumin fra bovint serum (Sigma-Aldrich®) 

 Destillert vann 

 

Figur 3.4: Mikrotiterplateoppsett for bestemmelse av proteininnhold. 

Prosedyre: 

1. Fargereagens konsentrat ble filtrert for å fjerne partikler. 

2. Standard og tilhørende fortynninger ble lagd. Utgangskonsentrasjon i stamløsning ble 

satt til 0.5 mg/ml, hvor serum albumin ble løst i destillert vann. Fra stamløsningen ble 

det lagd fortynninger i 1:1 forhold til sluttkonsentrasjon 8 µg/ml, tilsvarer 6 

fortynninger. 
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3. Utvalgte prøver ble løst i destillert vann til en konsentrasjon på 1 mg/ml. Det ble 

deretter også lagd et sett med tilhørende 1:9 fortynninger, med en sluttkonsentrasjon 

på 0.1 mg/ml. Prøvene og standardene ble satt opp i tripletter på mikrotiterplate. 

4. Til flatbunnet mikrotiterplate ble det tilsatt 40 µl av filtrert fargekonsentrat og 160 µl 

prøvemateriale eller standard (figur 3.4).  

5. Løsningene ble deretter blandet forsiktig ved bruk av pipette. Deretter ble den inkubert 

i romtemperatur i minst 5 min, men ikke mer enn 1 time.  

6. Absorbans ble målt ved 595 nm og avlest. 

3.4.2 Bestemmelse av total fenolinnhold 

For å bestemme totalt innhold av fenoliske forbindelser i vannekstraktene av I. obliquus, ble 

en enkel og rask kvantitativ test benyttet. Testen baserer seg på fargeendring som kommer 

ved tilsetting av Folin-ciocalteu reagens. Fargeintensiteten i prøveløsningen vil korrespondere 

med totalt innhold av fenoliske forbindelser i løsningen. Mengde fenoliske forbindelser kan 

deretter beregnes ut ifra en standardkurve med kjent konsentrasjon av en standard. 

Absorbsjonsmaksimum ble målt ved 750nm (Swain et al., 1959). 

Utstyr: 

 Absorbansmåler: iMark™ Microplate Absorbance Reader 

 96-brønns mikrotiterplate, flatbunnet  

 Eppendorfrør, 2 ml 

 Begerglass 

 Micropipette (Rainin™) m/tilhørende spisser 

 Wortex: Lab dancer (IKA®) 

Reagenser 

 MeOH  

 Gallesyre 

 Folin-ciocalteu reagens (Merck), 1:2 fortynning i destillert vann 

 1M NaCO3 x 10 H2O 

 Destillert vann 
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Figur 3.5: Mikrotiterplateoppsett for bestemmelse av total fenolinnhold. 

Prosedyre: 

1. Utvalgte prøver ble løst i destillert vann til en sluttkonsentrasjon på 1 mg/ml. Det ble 

deretter også lagd et sett med tilhørende 1:9 fortynninger, med en sluttkonsentrasjon 

på 0.1 mg/ml.  

2. Stamløsning av standard ble laget, gallesyre ble løst i MeOH til en konsentrasjon på 

0.5 mg/ml. Det ble lagd 6 fortynninger ut i fra stamløsningen ved å blande den med 

destillert vann.  

Standard nr. Konsentrasjon (μg/ml) Stamløsning(μl) : destillert vann (μl) 

1 5 4 – 396 

2 10 8 – 392 

3 20 16 – 384 

4 30 24 – 376 

5 40 32 – 368 

6 50 40 – 360 

 

3. Det ble lagd en 1M Na2CO3 x 10 H2O-løsning ved å løse 5.72 g i 20 ml destillert vann. 

4. Til mikrotiterplate ble det tilsatt 70 μl av prøveløsning og standard i ulike 

konsentrasjoner, det ble tilsatt to paralleller av hver prøve og standard (figur 3.5). 

5. Deretter ble det tilsatt 70 μl fortynnet Folin-ciocalteu til hver brønn.  

6. Prøvene stod deretter på benk i romtemperatur i 3 min. 

7. Til hver brønn ble det deretter tilsatt 70 μl Na2CO3-løsning 
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8. Mikrotiterplaten ble dekket til og satt på til henstand ved romtemperatur i 1 time. 

9. Absorbans ble målt ved 750 nm og avlest. 

3.4.3 Påvisning av stivelse (jod-jodkalium test) 

Stivelse er et polysakkarid bygd opp av mange glukoseenheter. De ulike enhetene kalles 

amylose (linære polymerer av α-1,4-Glc) og amylopektin (α-1,4-Glc med α-1,6-Glc 

forgrening). Når amylose kommer i kontakt med jod dannes det et blåfarget kompleks. Dette 

komplekset kan da sammenlignes visuelt med positiv kontroll av 100% stivelse, og negativ 

kontroll som består av destillert vann (Hollo et al., 1968). 

Reagenser: 

 Stivelse 

 Jod-jodkalium reagens 

 Destillert vann 

Utstyr: 

 Reagensrør 

 Stativ 

 Spatel/pinsett 

 Mikropipette (Rainin™) m/tilhørende spiss 

Prosedyre: 

1. Noen få korn av prøvene ble løst i 200 μl destillert vann i et reagensrør.  

2. Som positiv kontroll ble det brukt noen få korn stivelse, mens i negativ kontroll ble det 

bare benyttet destillert vann. 

3. Til hvert rør ble det tilsatt noen få dråper med jod-jodkalium reagens. 

4. Rørene ble ristet for å få en homogen blanding. 

5. Påvist mengde stivelse ble bestemt ved visuell sammenligning av løsningene med 

positiv og negativ kontroll. 
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3.4.4 Fenol-svovelsyretest 

En rask og enkel kolorimetrisk metode for å bestemme tilstedeværelse av karbohydrater i en 

prøve er fenol-svovelsyre testen. Polysakkarider reagerer med konsentrert svovelsyre og 

danner furfuraldehyder (anhydrosukker). Når furfuraldehyder deretter reagerer med fenol, 

dannes et gulfarget kompleks. Intensiteten av gulfargen vil være proporsjonal med mengde 

karbohydrat i prøven og kan måles ved absorpsjonsmaksimum 490nm (figur 3.6) (Nielsen, 

2010).  

 

Figur 3.6: Reaksjonslikning for fenol-svovelsyre test. 

Reagens:  

 Fenol, 4% 

 Konsentrert svovelsyre (H2SO4), 95% 

 Destillert vann 

Utstyr: 

 Sikkerhetsutstyr: vernebriller, labfrakk og hansker. 

 Reagensrør av glass 

 Mikropipette: Gilson Microman® m/tilhørende piston og spiss 

 Vortex: Lab dancer (IKA®) 

 Absorbansmåler: iMark™ Microplate Absorbance Reader (Bio-Rad) 

 96-brønns mikrotiterplate, flatbunnet 

Prosedyre: 

1. Fra annenhver fraksjon samlet opp ved ionebytterkromatografi (metode 3.3.2), ble det 

overført 100 μl løsning til et merket reagensrør. 

2. Til hvert rør ble det tilsatt 200 μl 4% fenol og 1.0 ml 95% konsentrert H2SO4.  
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3. Rørene ble blandet godt på vortex i 30-40 sek, og deretter satt til henstand ved 

romtemperatur i 30 min i avtrekksskap. 

4. Etter henstand ble 100 μl overført til mikrotiterplate 

5. Absorbans ble målt og avlest ved 490 nm.  

6. På bakgrunn av resultater fra fenol-svovelsyretesten ble de ulike fraksjonene slått 

sammen. 

3.5 Strukturoppklaring 

3.5.1 Monosakkaridbestemmelse 

Polysakkarider består av ulike enheter av monosakkarider bundet sammen med en 

glykosidbinding. De ulike monosakkaridene kan bare analyseres som enkeltmolekyler ved 

gasskromotografi (GC), og de må derfor kjemisk behandles til enkeltmolekyler først. Ved å 

tilsette HCl i vannfritt metanol får vi brutt glykosidbindingen og dannet metylglykosider. 

Deretter blir monosakkaridene omdannet til flyktige derivater, som så blir separert på GC-

kolonne. Tiden det tar før monosakkaridene kommer ut av kolonnen i forhold til intern 

standard, er karakteristisk for hver enkelt analytt og kan blir brukt til å identifisere analytten. 

Vi benytter oss også av standardkurver av alle monosakkaridene for å identifisere hvilke 

monosakkarider som finnes i testsubstansen.Toppene av hver enkelt monosakkarid er også 

kvantifiserbare ved å måle areal under kurven (AUC) av hvert monosakkarid i forhold til 

AUC av kjent mengde av intern standard med monosakkaridet mannitol som ikke finnes 

naturlig i polysakkarider (Pedersen-Bjergaard et al., 2004).  

3.5.1.1 Metanolyse  

Sterk syre spalter glykosidbindinger ved en såkalt syrehydrolyse. Monosakkaridenheter som 

dannes ved spalting, vil i nærvær av vannfritt metanol danne metylglykosider og metylestere 

på anomert karbonatom og karboksylsyrer (figur 3.7) (Cui, 2005). 

 

Figur 3.7: Metanolyse av glykosidbinding. Polysakkarid blir spaltet til metylester og metylglykosid 
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Utstyr: 

 Eksikator (metode 3.1.6) 

 Varmeskap: Heraeus® Function Line drying oven (Thermo Scientific™) 

 Nitrogen tørking (metode 3.1.7) 

 Supelcorør med skru lokk, 4 ml (Sigma-Aldrich®) 

 Micropipetter (Rainin™) m/tilhørende spisser 

 Pasteurpipette i glass og gummiballong 

 All-Purpose Laboratory Film (Parafilm®) 

 Kanyle for å stikke hull på parafilm 

Reagenser: 

 Intern standard: mannitol i metanol, 1.0 mg/ml 

 HCl, 3M i vannfri MeOH 

 Vannfri MeOH 

Prosedyre:  

1. Prøvene ble tørket i eksikator minst 1 time, før det ble veid ut eksakt 1 mg tørket 

prøvemateriale.  

2. Til hver prøve ble det tilsatt ved bruk av pipette 100 µl intern standard og 1 ml 3M 

HCl i vannfri MeOH. 

3. Rørene ble så forseglet og satt i varmeskap ved 80°C i 20-24 timer. Etter 10 min ble 

rørene skrudd godt til for å forhindre fordamping av løsning, på grunn av dannelse av 

overtrykk i rørene.  

4. Dagen etter ble prøvene dampet til tørrhet ved bruk av nitrogengass.  

5. Rester av HCl ble fjernet ved å tilsette 250 µl vannfri MeOH, som deretter ble dampet 

til tørrhet ved bruk av nitrogengass. Prosedyren ble så gjentatt to ganger til med 

tilsetting av vannfri MeOH og inndamping.  

6. Prøvene ble dekket med parafilm og deretter satt til tørk i eksikator over natten. 

3.5.1.2 TMS (Trimetylsilan)-derivatisering 

Bare termisk stabile og flyktige stoffer kan injiseres direkte i et GC-system. For å omdanne 

lite flyktige monosakkarider, til mer flyktige og termisk stabile derivater blir TMS-reagens 

benyttet. Frie hydroksylgrupper i monosakkaridene vil reagere med heksametyldisilazan 
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(HMDS) og trimetylklorsilan (TMCS) løst i pyridin. Sluttprodukter blir en eter-binding 

bundet til trimetylsilyl-grupper på molekylet (figur 3.8) (Cui, 2005).  

 

Figur 3.8: TMS-derivatisering av metylglykosider og metylestere 

Utstyr: 

 Eppendorfrør 

 GC-vialer: Chromacol™ m/skrulokk, 300 μl (Thermo Scientific™) 

 Vortex: Lab dancer (IKA®) 

 Sentrifuge: Spectrafuge mini (Labnet) 

 Micropipette (Rainin™) m/tilhørende spisser 

Reagens: 

 TMS-reagens (ferdiglaget): 

o Heksametyldisilazan (HMDS), 1 ml 

o Trimetylklorsilan (TMCS), 2 ml 

o Pyridin, 5 ml 

Prosedyre: 

1. Til hver prøve ble det tilsatt 200 µl TMS-reagens. 

2. Rørene ble forseglet ved å skru lokket til, og satt på vortex i ca. 30-40 sek.  

3. TMS-prøvene ble satt til henstand i avtrekks-skap ved romtemperatur i minst 30 min. 

4. Løsningen ble deretter overført til eppendorfrør og sentrifugert til klar supernatant.  

5. Fra supernatant ble 100 µl overført til egne GC-vialer og tatt med videre til 

analysering på GC. 

3.5.1.3 Gasskromatografi (GC) 

Gasskromatografi (GC) er en kjent metode for å separere flyktige stoffer. Mobilfase i GC 

består av inert helium (He) gass, som strømmer gjennom kolonnen under et konstant trykk. 

Analytter i prøveløsningen interagerer med stasjonær kolonne og retarderes. Grad av 

separasjon i kolonnen blir bestemt av stoffets flyktighet, temperatur og interaksjon med 
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stasjonærfase. Etter separasjon blir monosakkaridene detektert ved bruk av en 

flammeionisasjonsdetektor (FID) med H2 og luft til flammen. Retensjon av analytt i forhold til 

kjent intern standard er karakteristisk for hver enkelt analytt, og kan blir brukt til å identifisere 

monosakkaridene, da et monosakkarid danner et karakteristisk mønster av topper 

(fingerprint). Dette karakteristiske mønsteret kommer av at et monosakkarid kan gi opphav til 

mer enn en topp, da den kan eksistere i to anomere former (α og β), i form av furanose og 

pyranose eller i åpen-ring form (Pedersen-Bjergaard et al., 2004; Cui, 2005).  

Utstyr: 

 Programvare: Chromeleon 

 GC-apparat: Trace™ 1300 Gasskromotograf, Thermo Scientific™  

 Kolonne: Restek-Rxi 5MS (Fused silica) kapillærkolonne, (30 m; 0.32 mnID), 0.25 μm 

filmtykkelse 

 Detektor: Flame Ionization Detector (FID) med H2 og luft til flammen 

Reagens:  

 MeOH 

 Heksan 

 Aceton 

Analyseringsvilkår: 

 Injektorsystem: Splitt: splittless (ratio 1:10) 

 Bæregass: Helium (He) 

 Injeksjonsvolum: 1.0 μl (autosampler) 

 Flow-modus: konstant trykk (0.70 bar) 

 Injektortemperatur: 250°C 

 Detektor temperatur: 300°C 

 Temperaturprogram: 140°C (4°C/min) 170°C (6°C/min) 250°C 

 Kalibreringsmetode: Intern Standard method, kombinert med Monosaccharides 

Standards 

Prosedyre: 

1. Gass til GC ble skrudd på og programvaren startet 



35 

 

2. Ved start av GC-kjøring ble det automatisk injisert 1.0 μl TMS-derivatiserte prøver til 

systemet. 

3. Prøvene ble deretter analysert, og avlest i Chromeleon. 

4. Etter endt kjøring ble systemet nedkjølt og gass skrudd av. 

3.5.2 Bestemmelse bindingsforhold i polysakkarider 

3.5.2.1 Karboksylsyre reduksjon før metylering 

Uronsyrer har vist å kunne komplisere metyleringsanalysen, da de kan inngå i uønskede 

reaksjoner under basiske forhold som β-elimineringsreaksjoner. Det er også vist at uronsyrer 

fører til mindre reaktivitet ved glykosidbindingene i nærheten av uronsyrene, da særlig ved 

spalting med syrehydrolyse. Som følge av mindre effektiv/kvantitativ syrehydrolyse av 

enkelte bindinger kan det føre til tap av bindingsinformasjon. Derfor må ladede uronsyrer 

omdannes til alditol acetatet ved å redusere karbonylgruppen med karbodiimid (CMC) (figur 

3.9) (Cui, 2005). 

 

Figur 3.9: Aktivering og reduksjon av karboksylsyre med karbodiimid (CMC). 

Reagens: 

 Destillert vann 

 Imidazol-HCl, 500mM 

 Natriumborodeuteride (NaBD4), 100 mg/ml 

 Iseddik, 100% 

 NaOH, 0.05M 

 2-(N-morpholino)-etan-svovelsyre (MES), 0.2M 

 Karbodiimid (CMC), 500 mg/ml 

 Tris(hydroksymetyl)aminometan (TRIZMA), 2M 
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Utstyr: 

 Isbiter 

 Syrevasket metyleringsrør m/skrulokk, 10 ml 

 Vortex: Lab dancer (IKA®) 

 Frysetørker: speed vacuum dryer 

 Begerglass 

 Kjøleskap 

 SMI-pipette m/tilhørende piston og spiss 

 PD10 kolonne (metode 3.1.9) 

Prosedyre: 

1. Fra hver prøve ble det veid ut 0.5 - 1 mg prøve i metyleringsrør (10 ml). 

2. Prøvene ble deretter løst i 5 ml kald 500 mM Imidazol-HCl. 

3. Deretter ble prøvene redusert ved å tilsette nylaget 100 mg/ml NaBD4 løst i 500mM 

Imidazol-HCl. Løsningen ble tilsatt trinnvis (300 μl + 300 μl + 400 μl = totalt 1 ml 

løsning).  

Mellom reduseringene ble prøvene satt på vortex i 15 sek og deretter satt til henstand 

på is. Mellom første og andre tilsetting ble den satt til henstand i 5 min, mens etter 

tredje tilsetning ble den satt til henstand i 30 min.  

4. Overskudd av reduksjonsvæske ble fjernet langsomt ved å tilsette 5 x 100 μl 100% 

iseddik. 

5. Saltrester i løsningen ble fjernet ved bruk av PD 10 kolonne. 

6. Prøvene ble deretter frysetørket ved bruk av Speed Vacuum dryer. 

7. Tørket prøve ble reløst i 1 ml destillert vann, og deretter tilsatt 200 μl 0.2M MES og 

400 μl 500 mg/ml CMC nylaget i destillert vann. Prøvene ble blandet godt på vortex i 

40-50 sek og satt til henstand i romtemperatur i 3 timer.  

8. Det ble deretter tilsatt 1 ml 2M TRIZMA og satt til henstand på is i 5-6 min. Lokket 

ble ikke skrudd fast på grunn av gasstrykk som ble dannet under reaksjon. 

9. Prøvene ble deretter redusert ved å tilsette 1 ml 70 mg/ml NaBD4 nylaget i 0.05M 

NaOH. Løsningene ble deretter satt til henstand i kjøleskapet 4°C over natten. 

10. Overskudd av reduksjonsvæske ble deretter fjernet langsomt ved å tilsette 5 x 100 μl 

100% iseddik. 

11. Saltrester i løsningen ble fjernet ved bruk av PD 10 kolonne.  
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12. Prøvene ble deretter frysetørket ved bruk av Speed Vacuum dryer. 

3.5.2.2 Metylering med NaOH 

I en metyleringsreaksjon blir alle frie OH-grupper i et polysakkarid, omdannet til metoksy-

gruppe (MeO-). Reaksjonen skjer i basisk miljø ved bruk av NaOH i DMSO, etterfulgt av en 

substitusjonsreaksjon med metyljodid (CH3I) (figur 3.10). Metylering av alle frie OH-

grupper, blir senere brukt til å identifisere av alle oksygenatomer som ikke var bundet i en 

glykosidbinding, i funksjonell gruppe eller i ringstruktur (Cui, 2005).  

 

Figur 3.10: Metyleringsreaksjon av alle frie OH-grupper i basisk miljø etterfulgt av substitusjonsreaksjon med 

CH3I.  

Utstyr: 

 Syrevasket metyleringsrør m/skrulokk, 10 ml & 15 ml 

 Vortex: Lab dancer (IKA®) 

 Ristestativ: VXR Basic Vibrax® (IKA®) 

 Nitrogentørking (metode 3.1.7)  

 Sentrifuge: Heraeus® Multifuge® 4 KR (Thermo Scientific™) 

 Glassmorter med pistill 

 SMI-glasspipette m/tilhørende spiss og piston 

 Glasspipette med gummiballong 

 Transferpettor m/tilhørende spiss 
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Reagens: 

 Destillert vann 

 Dimetylsulfoksid (DMSO) 

 NaOH-pellets 

 Nitrogengass 

 Metyljodid (CH3I) 

 Natriumtiosulfat (Na2S2O3) 

 Diklormetan (CH2Cl2) 

Prosedyre: 

1. Tørket produkt fra karboksylsyrereduksjon ble reløst i 500 μl DMSO og satt på 

ristestativ i 30 min. 

2. Det ble lagd en blanding av ~120 mg/ml NaOH i DMSO. NaOH-pellets ble knust i 

glassmorter med pistill. En pellet veier ~105 mg, det ble derfor brukt 2 pellets per ml. 

3. Ved bruk av en SMI-glasspipette, ble 500 μl nylaget NaOH/DMSO-blanding tilsatt 

direkte til prøveløsning. 

4. Det ble tilført til prøvene nitrogengass i 15 sek før lokket ble skrudd til. Deretter ble 

prøvene satt til henstand på ristestativ i 1 time. 

5. Til prøveløsning ble det tilsatt 100 μl CH3I og satt til henstand under avtrekk på 

ristestativ i 10 min. Dette trinnet ble gjentatt en gang til. 

6. Til prøveløsning ble det deretter tilsatt 200 μl CH3I og satt til henstand under avtrekk 

på ristestativ i 20 min. 

7. Prøveløsningen ble deretter overført til 15 ml metyleringsrør, før det ble tilsatt 10 ml 

nylaget 100 mg/ml Na2S2O3 løst i destillert vann og 2 ml diklormetan. Lokket ble 

skrudd fast, før løsningen ble blandet på vortex i 1 min per prøve.  

8. Prøvene ble deretter sentrifugert ved 1000 g i 3 min for å separere fasene. 

9. Supernatant (vannfasen) ble fjernet, mens den nedre fasen (diklormetan) ble vasket 

med 4 x 5 ml destillert vann. Fasene ble separert ved å sentrifugere ved 1000 g i 3 min 

mellom hver vask. 

10. Etter siste vask ble diklormetan-fasen tørket ved hjelp av nitrogengass 

11. Tørket produkt ble tatt med videre til hydrolyse 
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3.5.2.3 Hydrolyse 

Etter metylering av alle frie OH-grupper blir glykosidbindingen brutt ved bruk syrehydrolyse. 

Hydrolyseringsreagenset som blir benyttet mest er trifluoreddiksyre (TFA) (figur 3.11). 

Årsaken til dette er at TFA lett kan fordampes vekk ved bruk av nitrogengass, og dermed blir 

uønskede kjemiske reaksjoner unngått (Cui, 2005). 

 

Figur 3.11: Syrehydrolyse av glykosidbindingene i et metylert polysakkarid 

Utstyr:  

 Syrevasket metyleringsrør m/skrulokk, 10 ml 

 Nitrogentørking (metode 3.1.7)  

 Varmeskap: Heraeus® Function Line drying oven (Thermo Scientific™) 

 Frysetørker: Speed Vacuum dryer 

 Transferpettor med tilhørende spiss 

Reagens: 

 Trifluoreddiksyre (TFA), 90%  

Prosedyre: 

1. Tørkede metylerte prøver ble reløst i 500 μl 90% TFA og gjennomkjørt med nitrogen i 

15 sek. Lokket ble skrudd fast og prøven satt i varmeskap ved 100°C i 2 timer.  

2. Etter endt hydrolyse ble prøveløsningen avkjølt, før den ble overført til 10 ml 

syrevaskede metyleringsrør og tørket på Speed Vacuum dryer i 1 time (1/2 time med 

varme). 

3. Produkt ble tatt med videre til reduksjon. 

3.5.2.4 Reduksjon  

Ved reduksjon av syrehydrolyserte polysakkarider med NaBD4 i basisk miljø, åpnes 

ringstrukturen i monosakkaridene og et deuterium atom blir introdusert på det anomeriske 

karbonatomet. Resultatet blir en alditol hvor det er mulig å skille mellom karbonatom i 

posisjon 1 og 6 (figur 3.12) (Cui, 2005). 
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Figur 3.12: Reduksjon på anomert karbonatom i syklisk hemiacetal og åpning av ringstruktur. 

Utstyr: 

 Syrevasket metyleringsrør m/skrulokk, 10 ml 

 Glasspipetter med gummiballong 

 Ultralydbad 

 Transferpettor med tilhørende spiss 

 Frysetørker: Speed Vacuum dryer 

 Varmeskap: Heraeus® Function Line drying oven (Thermo Scientific™) 

 Vortex: Lab dancer (IKA®) 

Reagens: 

 Natriumborodeuteride (NaBD4), 1M 

 Ammoniumhydroksid (NH4OH), 2M 

 Iseddik, 100% 

 Iseddik i MeOH, 5% 

 MeOH 

Prosedyre: 

1. Produkt fra reduksjon ble reløst i 500 μl 2M NH4OH og 500 μl nylaget 1M NaBD4 

løst i 2M NH4OH. 

2. Prøvene ble deretter satt på ultralydbad i 1 min og inkubert ved 60°C i 1 time.  

3. Overskudd av reduksjonsvæske ble fjernet langsomt ved å tilsette 3 x 50 μl 100% 

iseddik. 

4. Løsningen ble deretter tørket på Speed Vacuum dryer i 2-3 timer (1.5 time med 

varme) 

5. Til prøve ble det tilsatt 2.5 ml 5% iseddik i MeOH før det ble inndampet på Speed 

Vacuum dryer i 1 time (1/2 time med varme). Trinnet ble gjentatt og inndampet på 

Speed Vacuum dryer i 1/2 time (20 min med varme). 
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6. Til prøvene ble det tilsatt 2 x 2.5 ml MeOH, og inndampet på Speed Vacuum dryer til 

tørrhet i 20 min uten varme etter hver tilsetning.  

7. Tørket løsning ble tatt med videre til acetylering. 

3.5.2.5 Acetylering 

Etter å ha brutt glykosidbindingen og redusert monosakkaridene har det nå blitt dannet frie 

OH-grupper som opprinnelig var bundet i glykosidbinding eller inngått i ringstruktur. OH-

gruppene reagerer med eddiksyreanhydrid og det blir det dannet en delvis metylert alditol 

acetat (PMMA) (figur 3.13) (Cui, 2005). 

 

Figur 3.13: Delvis metylert alditol blir acetylert til delvis metylert alditol acetat (PMMA) 

Utstyr: 

 Syrevasket metyleringsrør m/skrulokk, 10 ml 

 Ultralydbad 

 Transferpettor med tilhørende spiss 

 Vortex: Lab dancer (IKA®) 

 Glasspipetter med gummiballong 

 Sentrifuge: Heraeus® Multifuge® 4 KR (Thermo Scientific™) 

 Nitrogentørking (metode 3.1.7)  

 Supelcorør med skru lokk, 4 ml (Sigma-Aldrich®) 

Reagens: 

 Destillert vann 

 1-metylimidazol 

 Eddiksyreanhydrid  

 Diklormetan (CH2Cl2) 
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Prosedyre: 

1. Tørket prøve fra reduksjon ble reløst i 200 μl 1-metylimidazol og 2 ml 

eddiksyreanhydrid. Lokket ble skrudd til og blandingen ble satt på vortex i 1 min. 

Hvis nødvendig ble blandingen satt på ultralydbad til krystallene ble løst. Deretter ble 

løsningen satt til henstand ved romtemperatur i 10 min. 

2. Overskudd av eddiksyreanhydrid ble fjernet ved å tilsette 10 ml destillert vann. 

Løsningen ble blandet godt på vortex og satt til henstand ved romtemperatur i 10 min. 

3. Acetylerte sukkermolekyler ble ekstrahert ut av løsningen ved å tilsette 2 x 1 ml 

diklormetan. Blandingen ble blandet godt på vortex i 40 sek og sentrifugert ved 1000g 

i 3 min for å separere fasene. Nedre fase (diklormetan) ble samlet opp. 

4. Ekstraktene ble kombinert og vasket med 2 x 5 ml destillert vann. Blandingen ble 

blandet godt på vortex i 40 sek og sentrifugert ved 1000 g i 3 min for å separere 

fasene. Øvre fase (vannfase) ble kastet. 

5. Diklormetan-fasen ble overført til supelcorør og tørket ved bruk av N2-gass.  

6. Tørket løsning ble lagret i fryser til analyse på GC-MS var klart.  

3.5.2.6 Gasskromatografi-Massespektrometri (GC-MS) 

Etter å ha opparbeidet og forberedt monosakkaridene ved metylering, hydrolyse, redusering 

og acetylering blir monosakkaridene analysert på GC etterfulgt av MS. Ved bruk av GC-MS 

er det mulig å kvantifisere bindingsforhold av ulike monosakkarider tilstede i opprinnelige 

polysakkarid. Stoffene ble først separert på kolonne før eluert inn i MS-detektoren som så 

ioniserer analyttene og byter stoffene ned til mindre, mer stabile fragmenter. Fragmentene blir 

separert etter masse/landingsforhold (m/z), før de blir detektert på en detektor. Et 

massespekter vil være karakteristisk for et fragment og det vil dermed være mulig å skille 

mellom de ulike bindingene og monosakkarider i opprinnelig polysakkarid (Pedersen-

Bjergaard et al., 2004). GC-MS analyse ble utført av overingeniør Margey Tadesse. 

Utstyr: 

 Programvare: Shimadzu GC-MS solution software 

 GC-MS apparat og detektor: Shimadzu GC-2010 med GCMS-QP2010 og MD-800 

 Kolonne: Restek-Rtx-5 (silica), (l=30 m, 0.25 mmID), 0.25 μm filmtykkelse 

Analysevilkår: 

 Bæregass: Helium 
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 Injektor: Splitt: splittless (ratio 1:10) 

 Flow-modus: 1 ml/min 

 Injektortemperatur: 250°C 

 Temperaturprogram:  

80°C (20°C/min) 170°C (0.5°C/min) 200°C (30°C/min) 260°C 

3.6 Biologisk aktivitet 

3.6.1 Aktivering av dendrittiske celler  

Ved stimulering frigjør dendrittiske celler nitrogenoksid (NO). Det er mulig å måle mengde 

NO frigjort fra cellene. Dette gjøres ved å måle mengde nitritt (NO2
-) som er tilstede etter endt 

stimulering. NO2
- er et stabilt nedbrytningsprodukt og når den reagerer med Griess-reagens 

som inneholder sulfanilamid og N-(1-naptyl)-etylendiamin (NED) i surt miljø, dannes det en 

farget azo-forbindelse (figur 3.14). Fargeintensiteten i prøveløsningene vil korrespondere med 

mengde NO2
- tilstede og kan da beregnes ut ifra en standardkruve med nitritt ved kjente 

konsentrasjoner. Absorbsjonsmaksimum blir målt ved 540 nm (Bryan et al., 2007). 

 

Figur 3.14: Griess-reagens reaksjonslikning 

Utstyr: 

 LAF-benk 

 Steril celleskraper 

 Sterile pipetter (1, 5, 10 og 25 ml) 
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 Mikropipetter (Rainin™) + sterile mikropipette spisser  

 Sterile sentrifugerør m/lokk (Corning® CentriStar™), 50 ml 

 Sterile sentrifugerør m/lokk (SuperClear®), 15 ml 

 Sterile dyrkningsflaske 

 Celleinkubator skap med 5% CO2-kontroll (Esco)  

 Mikroskop 

 Eppendorfrør 

 Sentrifuge: Kubota 4200 

 Absorbansmåler: iMark™ Microplate Absorbance Reader (Bio-Rad) 

 96-brønn mikrotiterplate, flat- og rundbunnet 

 Celleteller: Countess Automated Cell Counter (Invitrogen) og tilhørende tellekammer 

Reagenser: 

 Cellemedium: Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM), med high glukose (4.5 

g/L) og L-glutamin.  

o Til 500 ml DMEM medium tilsettes: 

 100 mM natrium pyruvate, 5 ml 

 2-mercaptoetanol, 500 μl 

 10% FBS, ca. 50 ml 

 1% streptomycin + penicillin, 5 ml 

 Griess-reagens A: 1% sulfanilamid løst i 5% fosforsyre 

 Griess-reagens B: 0.1% N-(1-naptyl)etylendiamin (NED) løst i destillert vann 

 Trypan blue stain (life technologies) 

 Cellelinje: Dendrittiske celler derivert fra mus (D2SC/1) 

 Positiv kontroll: LPS (LPS fra E.coli 055.B5 (Sigma-Aldrich) 

 Costimulator: INFγ (Peprotech) 

 Natriumnitrat (NaNO2), 100 mM 

 Destillert vann 

 EtOH, 70%  
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Beregninger: 

totalt antall celler =  antall levende celler (celler/ml) ∗ cellesupensjon i røret (ml) 

cellemedium til resuspensjon (ml) =
totalt antall celler

sluttkonsentrasjon (500.000 celler/ml)
  

Statistisk analyse 

Forskjellene i frigjort nitritt mellom medium og prøver/kontroller ble testet for statistisk 

signifikans ved bruk av Dunnett’s multiple comparison test. P-verdier på 0.05 eller mindre ble 

betraktet som statistisk signifikante verdier. 

 

Figur 3.15: Mikrotiterplate oppsett for aktivering av dendrittiske celler 

Prosedyre: 

A. Splitting av celler 

1. Cellene ble tatt ut av inkubator og sjekket i mikroskopet.  

2. Overflødig cellemedium ble kastet og det ble deretter tilsatt 10 ml nytt cellemedium. 

3. Cellene ble løsnet fra flasken ved bruk av celleskraper.  

4. Løsningen ble så pipettert opp og ned 4-5 ganger med en 1 ml piptette, for å løse opp 

eventuelle celleklumper etter skraping. 

5. Til ny flaske ble det tilsatt 1 ml cellesuspensjon og 12-15 ml nytt cellemedium for 

videre dyrkning. Splitting av celler ble utført minst 2 ganger per uke. 

6. Resterende cellesuspensjon ble overført til sterilt sentrifugerør for videre bruk.  

B. Stimulering av dendrittiske celler - Dag 1 
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1. Fra utvalgte prøver ble det laget prøveløsninger i destillert vann ved konsentrasjon 

5mg/ml og et sett med tilhørende fortynninger ved konsentrasjon 500 μg/ml og 50 μg/ml. 

2. Antall levende dendrittiske celler ble bestemt fra høstet cellesuspensjon. I et eppendorfrør 

ble 10 µl cellesuspensjon blandet forsiktig med 10 µl tryptanblå. Fra blanding ble 10µl 

overført til tellekammer og satt inn i celletelleren. Resultat ble avlest og tallet for 

antall levende celler ble benyttet til beregning.  

3. Cellene ble deretter spunnet ned ved bruk av sentrifuge ved 1300 rpm i 5 min.  

4. Deretter ble cellene resuspendert i nytt dyrkingsmedium til en sluttkonsentrasjon på 

500.000 celler/ml. Løsningen ble pipettert forsiktig opp og ned noen ganger for å løse 

opp eventuelle celleklumper. 

5. Til flatbunnet mikrotiterplate ble det tilsatt i hver brønn 100 μl cellesuspensjon, 

tilsvarer 50.000 celler/brønn (figur 3.15). 

6. Ut ifra forhåndsbestemt oppsett (figur 3.15) ble det tilsatt 2 μl prøve i to paralleller for 

hver fortynning. Til utvalgte brønner ble det også tilsatt 1 μl av costimulator IFN-γ 

(10U/brønn). Som positiv kontroll ble det benyttet LPS, både alene og i kombinasjon 

med IFN-γ. Som negativ kontroll ble cellesuspensjon benyttet. 

7. Sluttkonsentrasjon av hver enkelt prøve i brønnen ble som følgende: 100 μg/ml, 10 

μg/ml og 1 μg/ml.  

8. Platen ble markert og inkubert ved 37 °C i en celleinkubator med 5% CO2 i ca. 22-24 

timer.  

C. Måling av mengde frigjort NO fra dendrittiske celler - Dag 2 

1. Standardkurve til forsøket ble laget ved å løse 1 μl 100 mM NaNO2 i 1 ml 

cellemedium. Fra stamløsning ble det laget en 1:1-fortynning med cellemedium til 

konsentrasjon 1.56 μM, totalt 6 fortynninger.  

2. Til ny flatbunnet mikrotiterplate ble det tilsatt 50 μl av stamløsning og hver fortynning 

i to paralleller (figur 3.15). Fortynningene ble deretter behandlet likt som prøvene. 

3. Løsninger til Griess reagens A og B ble klargjort; 

a. Griess reagens A: 50 mg 1% sulfanilamid løst i 5 ml 5% fosforsyre 

b. Griess reagens B: 5 mg 0.1% NED løst i 5 ml destillert vann 

4. Inkubert cellesuspensjon fra dag én ble overført til en rundbundet mikrotiterplate, 

deretter ble platen sentrifugert ved 1400 rpm i 2 min. 

5. Etter sentrifugering ble det overført 50 μl supernatant til klargjort flatbunnet 

mikrotiterplate tilsatt standardløsninger (figur 3.15). 
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6. Til hver brønn ble det tilsatt 50 μl Griess reagens A, platen ble deretter satt til 

henstand i et mørkt skap i 10 min. 

7. Etter henstand ble det tilsatt til hver brønn 50 μl Griess reagens B. 

8. For å fjerne eventuelle luftbobler, ble mikrotiterplate sentrifugert ved 1400 rpm i 2 

min.  

9. Absorbans av ble deretter målt og avlest ved 540 nm. 

3.6.2 Komplementfikseringstesten 

En god indikator på om ulike biologisk aktive stoffer kan påvirke det medfødte og det 

ervervede immunsystemet og dermed virke immunmodulerende, er ved å utføre 

komplementfikseringstesten. Komplementfikseringstesten er en in vitro metode, som går ut på 

å måle grad av hemolyse i røde blodceller (erytrocytter) fra sau. Til blodceller sensibilisert 

med antistoff fra kanin ble det tilsatt komplement fra humant serum. Hemolyse oppnås ved 

binding av komplement med antistoff/antigen kompleks, som fører til kaskadereaksjon og 

ender med perforering av cellemembran. Enkelte polysakkarider som for eksempel pektiner 

har vist å kunne binde opp komplementproteiner, noe som enten fører til aktivering eller 

inaktivering av komplement. Sluttresultatet av både aktivering og inaktivering av komplement 

fører til redusert hemolyse av blodcellene, grad av redusert hemolyse indikerer gjenværende 

komplementfikserende aktivitet (Michaelsen et al., 2000; Inngjerdingen et al., 2006). Som 

positiv kontroll av forsøket ble pektinfraksjon Biophytum petersianum (BP-II) benyttet, da 

den har tidligere vist god komplementfikserende aktivitet (Inngjerdingen et al., 2006). 

Utstyr: 

 Varmeskap med risteplate: 211DS Shaking Incubator (Labnet) 

 Absorbansmåler: iMark™ Microplate Absorbance Reader (Bio-Rad) 

 Sentrifuge: Centrifuge 5810 (Eppendorf) 

 Whirlmixer: Heidolph REAX top 

 96-brønn mikrotiterplate, flat- og rundbunnet 

 All-Purpose Laboratory Film (Parafilm®) 

 Micropipette og multipipette (Rainin™) m/tilhørende spisser. 

 Dekkteip til mikrotiterplaten 

 Reagensrør i glass 

 Eppendorfrør 
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 Pasteurpipette i plast 

Reagenser: 

 Fosfatbuffer (PBS): pH 7.2 

 Veronal/BSA-buffer: veronalbuffer (CFT, pH 7.2) med 2 mg/ml bovint serum albumin 

(BSA 30%) og 0.02% Natriumazid (10%). 

 Antistoff: Virion 9020 Amboceptor, fortynnet 1:10 i veronal/BSA-buffer. 

 Erytrocytter (BC): blod fra sau, tappet 20.09.17 (Bygdø Kongsgård) 

 Humant komplement ECG (Folkehelseinstituttet) 

 Destillert vann. 

 Standard: Biophytum petersianum (BP-II, pektinfraksjon) 

Prosedyre: 

A. Klargjøring av prøver og standard 

1. Konsentrasjon av stamløsning til standard og utvalgte prøver ble satt til 500 µg/ml, 

løst i veronal/BSA-buffer. 

2. Fra stamløsning ble både prøver og standard fortynnet med veronal/BSA-buffer i 1:1-

forhold. Totalt ble det lagd 6 fortynninger fra stamløsningene til sluttkonsentrasjon 

ved 7.8 µg/ml. 

B. Vask av saueblodceller før sensibilisering 

1. Uten å slemme opp blodcellene, ble det tatt ut per brett ~100 µl saueblod over i et rent 

reagensglass. 

2. Blodcellene ble deretter vasket to ganger med fosfatbuffer, etterfulgt av én gang med 

veronal/BSA-buffer. Hvert reagensglass ble fylt opp 2/3 med vaskeløsning, før glasset 

ble dekket med parafilm. Løsningene ble sentrifugert ved 3000 rpm i 5 min, før 

vaskevannet ble fjernet med plastpipette etter hvert vasketrinn.  

C. Sensibilisering av saueblodceller 

1. Per reagensrør ble det tatt ut 15 µl Virion 9020 Amboceptor (antistoff), 60 µl 

pakkende blodceller og 5.925 ml veronal/BSA-buffer. Løsningen ble deretter inkubert 

med risting ved 37°C i 30 min. 

2. Løsningen ble deretter vasket to ganger med fosfatbuffer og én gang med 

veronal/BSA-buffer. Hvert reagensglass ble fylt opp 2/3 med vaskeløsning, før glasset 
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ble dekket med parafilm. Løsningene ble deretter sentrifugert ved 3000 rpm i 5 min, 

før vaskevannet ble fjernet med plastpipette etter hvert vasketrinn. 

3. Etter vask ble blodet ble fortynnet med 5.940 ml veronal/BSA-buffer, til en 1% 

løsning av blodceller. 

D. Titreringskurve for komplementkilden 

1. Til en rundbunnet mikrotiterplate ble tilsatt til 8 brønner, 100 µl destillert vann (100% 

lysekontroll), 4 brønner, 100 µl veronal/BSA-buffer (blank) og til 28 brønner, 50 µl 

veronal/BSA-buffer (figur 3.16). 

2. Fortynningsrekke av komplement med veronal/BSA-buffer ble laget (tabell 3.1). NB! 

Komplement ble hentet opp fra fryser rett før bruk, på grunn av ustabilitet i 

romtemperatur over tid.  

3. Etter figur 3.16 ble det tilsatt 50 µl fortynning av komplement/buffer, til alle brønner 

unntatt blank prøven og 100% lysekontroll. 

4. Til mikrotiterplaten ble det påført dekkteip for å forhindre fordamping, og deretter ble 

den satt til inkubasjon ved 37°C i 30 min med påført risting.  

5. Etter inkubasjon ble det tilsatt til hver brønn 50 µl 1% sensibiliserte saueblodceller, 

deretter ble platen dekket med teip igjen og satt til risting under inkubasjon ved 37°C i 

30 min. 

6. Etter inkubasjon ble platen sentrifugert ved 1000 rpm i 5 min. 

7. Fra hver brønn ble det overført 100 µl supernatant til en flatbunnet mikrotiterplate. 

Mikrotiterplaten ble sentrifugert ved 1 min for å fjerne eventuelle luftbobler.  

8. Absorbans ble avlest ved 415 nm.  

9. Fortynning som ga 50% hemolyse av blodcellene ble benyttet videre i testen.  

Tabell 3.1: Fortynningsoppsett for å lage titreringskurve av komplementkilden 

Komplement/buffer-fortynning Komplement (µl) Veronal/BSA-buffer (µl) 

1/40 10 390 

1/50 10 490 

1/60 10 590 

1/70 10 690 

1/80 10 790 

1/90 10 890 

1/100 10 990 
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Figur 3.16: Mikrotiterplateoppsett for fortynning av komplementkilden 

Beregninger: 

Lyseringsgrad =  
Abs (komplentfortynning)

Abs(100% kontroll)
 x 100% 

E. Utføring av komplementfikseringstest  

1. Til rundbunnet mikrotiterplate ble det tilsatt 50 µl av hver fortynning av prøve og 

standard, i to paralleller. Til 4 brønner ble det tilsatt 100 µl destillert vann (100% 

lysekontroll), 4 brønner 50 µl veronal/BSA-buffer (50% lysekontroll) og 4 brønner 

100 µl veronal/BSA-buffer (blank) (figur 3.17). 

2. Fortynning av komplement som ga 50% hemolyse i titreringskurven ble deretter laget 

ved å blande komplement med veronal/BSA-buffer. NB! Komplement ble hentet opp 

fra fryser rett før bruk på grunn av ustabilitet i romtemperatur over tid.  

3. Som sett figur 3.17 ble det tilsatt til alle brønner 50 µl fortynnet komplement/buffer, 

med unntak i 100% lysekontroll og blank. 

4. For å forhindre fordamping ble mikrotiterplaten dekket med teip og satt til risting 

under inkubasjon ved 37°C i 30 min. 

5. Til alle brønner ble deretter tilsatt 50 µl 1% sensibiliserte saueblodceller. 

Mikrotiterplaten ble dekket med teip og satt til risting under inkubasjon ved 37°C i 30 

min. 

6. Etter inkubasjon ble platen sentrifugert ved 1000 rpm i 5 min. 
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7. Fra hver brønn ble det overført 100 µl supernatant til en flatbunnet mikrotiterplate. 

Platen ble sentrifugert i 1 min for å fjerne eventuelle luftbobler. 

8. Absorbans ble avlest ved 415nm. 

 

Figur 3.17: Mikrotiterplateoppsett for komplementfikseringstesten 

Beregninger:  

Lyseringsgrad =
Abs(komplement + buffer)

Abs(vann)
 

% hemming =  
Abs(komplement + buffer) − Abs(prøve)

Abs(komplement + buffer)
 x 100% 

3.6.3 Antibakteriell og antifungal aktivitet 

Utvalgte bakterier og sopp ble dyrket på agarskåler for å undersøke om vannekstraktene, 

EtOH-ekstrakt og MeOH-ekstrakt av I. obliquus hadde antibakterielle eller antifungale 

egenskaper. Noen få kolonier av sopp eller bakterier blir sådd ut på agarskål. Prøveløsning 

blir deretter enten tilført en brønn eller direkte på et filterpapir og inkubert i varmeskap ved 

37°C. Bakterier inkuberes i 24 timer mens sopp inkuberes i 48 timer. Størrelsen på 

hemningssonen rundt brønn eller filterpapir blir sammenlignet i forhold til positive kontroller. 
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Utstyr: 

Alt utstyr som kan varmebehandles ble satt i et varmeskap ved 120°C over natten for 

sterilisering. 

 Absorbansmåler: iMark™ Microplate Absorbance Reader (Bio-Rad) 

 Varmeskap: Heraeus® Function Line drying oven 

 Agarskåler (Veterinærinstiuttet):  

o Müller Hinton medium (til bakterier) 

o Sabouraud medium (til sopp)  

 Filterpapir BBLTM Blank Paper Discs, diameter 6 mm 

 Pinsetter 

 Mikropipette med tilhørende spisser (steril) 

 Flaske m/lokk, 2L 

 Erlendmeyerkolbe, 1L 

 Pasteurpipette i glass med gummiballong 

 Metyleringsrør m/skrulokk, 15 ml & 40 ml 

 Sprøyter, 10 ml 

 Sprøytefilter: Whatman® 0.22 μm 

 Målesylinder, 25ml og 50 ml 

 Høstepinner 

 Begerglass 

 Vortex: Lab dancer (IKA®) 

 Kjøleskap 

 Avtrekksbenk 

 Hullet jern til å lage brønn, diameter 8 mm  

Reagenser: 

 Oxoid culti-loop™ 

 Destillert vann 

 Natriumklorid (NaCl) 

 McFarland standard 2, kan måle absorbans ved 595 nm.  

o 0.2 ml 1% Bariumklorid (BaCl2) 

o 9.8 ml 1% Svovelsyre (H2SO4) 
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 Kontroll-løsninger: 

Positiv kontroll: 

o Kloramfenikol, 0.1 mg/ml 

o Gentamicin, 0.2 mg/ml  

o Sulconazol, 0.5 mg/ml 

Negativ kontroll: MeOH, EtOH og destillert vann. 

Tabell 3.2: Oversikt over mikroorganismer brukt i testen og tilhørende positiv kontroll 

Mikroorganisme Type Positiv kontroll 

Bacillus subtilis (Culti-loops™) G+ bakterie, aerob Kloramfenikol 

Staphylococcus aureus (Culti-loops™) G+ bakterie, aerob Gentamicin 

Escherichia coli (Culti-loops™) G- bakterie, aerob Gentamicin 

Pseudomonas aeruginosa (Culti-loops™) G- bakterie, aerob Gentamicin 

Candida albicans (Culti-loops™) Sopp Sulconazol 

Prøver: 

 Brønn: Alle vannekstrakter fra metode 3.2 ble løst i destillert vann til konsentrasjon på 

10 mg/ml og 20 mg/ml. 

 Filterpapir: For applisering på filterpapir ble det laget en 20 mg/ml prøveløsning. 

o Tørket metanol-ekstrakt fra indre lag av I. obliquus ble løst i metanol. 

Ekstrahert av Christian Winther Wold.  

o Tørket etanol-ekstrakt av I. obliquus produsert etter soxhlet ekstraksjon ble løst 

i etanol. Ekstraksjon utført av Natasa Gligoric. 

 

Figur 3.18: Agarskåloppsett, plassering av prøver, positiv og negativ kontroll i brønn eller på filterpapir. WExB 

= biter, WExPul = pulver,  
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Prosedyre: 

A. Utsåing av mikroorganismer: 

1. Agarskålene ble satt i varmeskap ved 37°C i minst 30 min før bruk. 

2. En klargjort culti-loop™ med ønsket bakterie eller sopp ble fuktet på en varm agarskål 

i 10-15 sek, før mikroorganismene ble strøket ut over skålen. 

3. Agarskålene ble deretter plassert i varmeskap ved 37°C med lokket ned og inkubert i 

enten 24 timer (bakterier) eller 48 timer (sopp). 

B. Påsetting av prøver: 

1. Nye agarskåler ble satt i varmeskap ved 37°C i minst 30 min før bruk. 

2. Det ble klargjort 1L fysiologisk saltvann (0.9%), og løsningen ble deretter sterilfiltrert 

med 0.22 µm sprøytefilter.  

3. Noen få kolonier av inkubert bakterie eller sopp ble skrapt av ved bruk av høstepinne 

og suspendert i 2 ml fysiologisk saltvann. Tetthet av løsningen ble sammenlignet med 

McFarland standard 2, enten visuelt eller med målt absorbans ved 595 nm. 

4. Fra bakteriesuspensjon ble 120 µl overført til rør med 25 ml fysiologisk saltvann. 

Løsningen ble blandet godt. 

5. På en ny agarskål ble det inokulert 2 ml av fortynnet suspensjonsløsning. Skålen ble 

vippet for å dekke hele overflaten med suspensjonen.  

6. Overskudd av inokulat ble fjernet ved bruk av glasspipette og skålen satt til tørk i 

minst 15 min med lokket delvis på.  

7. Prøver til filterpapir ble klargjort ved å applisere 50 µl MeOH/EtOH-ekstrakt direkte 

på filteret og satt til tørk. Negativ kontroll med MeOH/EtOH ble også klargjort ved 

applisering på filterpapir og satt til tørk. 

8. Når overflaten var tørr ble det stanset ut brønner for vannekstraktene. Det ble tilsatt 

50µl prøve eller positiv kontroll i brønnene, mens tørket filterpapir med påsatt prøve 

eller negativ kontroll ble plassert direkte på skålen (figur 3.18). 

9. Skålene ble satt til henstand i 1 time med lokket på etter påføring av prøver og 

kontroller. Bakteriene ble oppbevart ved romtemperatur, mens sopp ble oppbevart i 

kjøleskap. Skålene ble deretter inkubert i varmeskap ved 37°C med lokket opp, enten i 

24 timer (bakterier) eller 48 timer (sopp). 

10. Etter endt inkubering ble hemningssonen avlest med linjal. 
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4 Resultat og diskusjon 

Med utgangspunkt i tradisjonelle metoder for tilberedning, ble det bestemt å koke tørkede 

biter av I. obliquus i vann ved utvalgte parametere som temperatur, tid og konsentrasjon. 

Vannekstraktene ble deretter undersøkt for innhold av fenoliske forbindelser, proteiner og 

karbohydrater. Resultat fra testene ga grunnlag for å bestemme hvilken kombinasjon av 

temperatur, tid og konsentrasjon som ga høyest utbytte av ekstrakt samt av karbohydrater, 

fenoliske forbindelser og proteiner. Etter at ekstraksjonsparameterne var bestemt, ble det 

undersøkt om det var forskjell i utbytte mellom vannekstraksjon av tørkede biter av I. 

obliquus i forhold til pulverisert råmateriale. 

Etter å ha bestemt de mest velegnede ekstraksjonsparameterne, ble utvalgt vannekstrakt 

videre undersøkt for å finne en velegnet fremgangsmetode for å separere polysakkarid fra 

fargepigmentet melanin, som også er tilstede i vannekstraktet. Basert på kjente metoder for 

separasjon, ble to ulike metoder kombinert. Disse var presipitering av polysakkarider ved 

bruk av etanol og utfelling av melanin ved tilsetning av syre. Kombinasjon av de ulike to 

metodene ble henholdsvis kalt metode A (etanol-presipitering etterfulgt av syre-behandling) 

og metode B (syre-behandling etterfulgt av etanol-presipitering). For å bestemme hvilken 

kombinasjon av metoder som ga best resultat, ble utbytte og karbohydratinnhold i 

polysakkaridrikt sluttprodukt analysert og bestemt.  

Etter å ha bestemt metode som ga høyest utbytte av polysakkaridrikt sluttprodukt, ble 

polysakkaridene videre opprenset og separert ved å utføre ionebytterkromatografi. 

Ionebytterkromatografi ga opphav til én fraksjon med nøytrale polysakkarider (NP) og to 

fraksjoner med sure polysakkarider (SP-Fr1 & SP-Fr2), hvor SP-Fr1 var hovedfraksjon. For å 

bestemme struktur av de isolerte polysakkaridene i de ulike fraksjonene, ble det undersøkt for 

innhold av monosakkarider ved metanolyse etterfulgt av GC og bindingsforhold mellom 

enhetene ble bestemt ved metylering etterfulgt GC-MS. Det ble i tillegg utført en rask test for 

å undersøke tilstedeværelse av stivelse. 

For å undersøke de isolerte polysakkaridenes immunmodulerende effekt ble mengde NO 

frigjort fra dendrittiske celler målt, og komplementfikserende aktivitet ble bestemt. Det ble til 

slutt undersøkt om alle de ulike vannekstraktene hadde antibakteriell eller antifungal aktivitet. 

Skjematisk oversikt over utført arbeid er vist i figur 4.1. 
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Figur 4.1: Skjematisk oversikt over utført arbeid ved ekstraksjon med vann, videre isolering av polysakkarider 

basert på kjente metoder, opprensing og separasjon ved ionebytterkromatografi. 
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4.1 Ekstraksjon av I. obliquus  

4.1.1 Ekstraksjon med vann av tørkede biter 

Tørkede biter av råmateriale I. obliquus ble ekstrahert i destillert vann ved utvalgte 

parametere (metode 3.2). De utvalgte parameterne var tid (10 min, 1 time, 3 timer), 

konsentrasjon (5 g/L, 25 g/L, 50 g/L) og temperatur (50°C, 100°C). Vannekstraktene ble 

deretter filtrert for å fjerne partikler, dampet inn på rotavapor til passende volum, og satt til 

frysetørking. Tørket utbytte ble deretter veid og bestemt, utbytte er presentert i tabell 4.1.  

Tabell 4.1: Utbytte etter frysetørking av vannekstrakter fra tørkede biter av I. obliquus. Utbytte er oppgitt i % av 

utgangsmateriale. 

Vannekstrakt 

WExB 

(25g/L,1t,50°C) 

WExB 

(25g/L,10min,100°C) 

WExB 

(25g/L,1t,100°C) 

WExB 

(25g/L3t, 100°C) 

WExB 

(5g/L,1t,100°C) 

WExB 

(50g/L,1t, 100°C) 

Utbytte (gram) 0.2 1.4 2.3 2.0 0.5 2.7 

Utbytte (%) 0.8 5.5 9.1 8.1 10.1 5.4 

Ut fra resultatene i tabell 4.1 ble det bestemt at høy temperatur (100°C) var viktig for å få et 

godt ekstraksjonsutbytte fra råmateriale. Denne konklusjonen ble trukket på bakgrunn av at 

ekstraktet trukket i varmt vann WExB, (25g/L,1t,50°C), ga et utbytte på kun 0.8%, mens alle 

de andre ekstraktene hadde utbytte fra 5-10%. Det ble videre observert at ekstraktet WExB 

(25g/L,1t,50°C) hadde en lysere farge etter endt vannekstraksjon. Forskjellene i 

fargeintensitet kan tyde på at mindre råstoff blir ekstrahert ut, som for eksempel 

fargepigmentet melanin og polysakkarider. Egnet koketid ble bestemt å være i 1 time, da en 

koketid på 3 timer ga 8.1% utbytte, som tilsvarer utbytte ved 1 time koketid (9.1%). En 

koketid på 10 min ga derimot et lavere utbytte (5.5%). Startkonsentrasjon av tørket 

råmateriale hadde også innvirkning på utbytte av råekstrakt. Det ble observert at 

vannekstraktet med høyest konsentrasjon WExB (50g/L,1t,100°C), ga lavest utbytte i forhold 

til utgangsmateriale, hvor mengde stoff ekstrahert ut tilsvarte bare 5.4% utbytte. 

Vannekstraktene med lavere konsentrasjoner, WExB (25g/L,1t, 100°C) og WExB (5g/L,1t, 

100°C), fikk et utbytte på henholdsvis 9.1% og 10.1%. Det antas at det dårlige utbytte ved 

konsentrasjon 50 g/L kan skyldes metning av den vandige løsningen. 
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4.1.2 Karbohydratinnhold i vannekstrakter 

For å bekrefte at det var karbohydrater tilstede i de ulike vannekstraktene og for å undersøke 

om det var forskjell i mengde polysakkarid ekstrahert ut, ble det utført metanolyse etterfulgt 

av analyse på GC (metode 3.5.1). Andel karbohydrater tilstede i de ulike vannekstraktene ble 

sammenlignet, og er presentert i tabell 4.2. 

Tabell 4.2: Monosakkaridsammensetning og karbohydratinnhold i alle vannekstrakter ekstrahert ved ulike 

parametere som tid, temperatur og konsentrasjon. Verdiene er angitt i % forhold til total mengde karbohydrat i 

prøven. 

Monosakkarid 
WExB 

(25g/L,1t,50°C) 

WExB 

(25g/L,10min,100°C) 

WExB 

(25g/L,1t,100°C) 

WExB  

(25g/L3t, 100°C) 

WExB 

(5g/L,1t,100°C) 

WExB  

(50g/L,1t, 100°C) 

Ara 1.7 2.4 3.0 4.4 3.3 3.2 

Rha 4.7 7.8 6.8 5.5 5.2 6.0 

Fuc 1.6 1.6 1.1 1.9 1.7 1.4 

Xyl 12.3 19.9 19.4 17.0 17.8 21.0 

Man 0.3 0.6 0.8 1.5 1.2 0.8 

Gal 8.9 11.2 13.9 11.7 8.6 7.9 

Glc 55.5 37.6 31.6 36.0 42.7 39.2 

GlcA 2.4 4.2 3.8 2.6 2.6 3.4 

GalA 9.9 12.3 15.2 14.9 13.9 15.4 

3-O-Me-Gal 2.7 2.3 4.3 4.7 3.1 1.4 

Total mengde 

karbohydrat i prøven (%) 
5.9 2.6 4.0 5.8 3.9 3.1 

Etter å ha sammenlignet total andel karbohydrater tilstede i de ulike vannekstraktene, viser det 

seg at alle vannekstraktene inneholdt små mengder karbohydrater, fra 2-6%. I alle ekstraktene 

dominerte som forventet innhold av monosakkaridet Glc, da I. obliquus er ut ifra tidligere 

studier forventet å inneholde β-glukaner, som er vanlig å observere i sopp. Siden det var 

minimale forskjeller i total mengde karbohydrater, betyr det at mengde vannløselige 

polysakkarider ekstrahert ut ikke i særlig grad blir påvirket av eksterne parametere som tid, 

konsentrasjon og temperatur. Siden det er så lave prosentandeler av karbohydrater i hvert av 

vannekstraktene, betyr det at det også ble ekstrahert ut mange andre stoffer enn karbohydrater.  
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4.1.3 Bestemmelse av proteininnhold 

For å bestemme innhold av mengde protein tilstede i de ulike vannekstraktene, ble det utført 

en enkel test fra Bio-rad (metode 3.4.1). Fra hvert vannekstrakt ble det laget en prøveløsning 

på 1 mg/ml og en 10-foldsfortynning på 0.1 mg/ml. Årsaken til at det ble laget en 0.1 mg/ml 

prøveløsning, var for å kontrollere at fargeinterferens fra prøveløsningenes egen gulfarge ikke 

påvirker testen. Til prøveløsningen ble det tilsatt et surt fargestoffreagens med rødfarge fra 

Bio-rad. Fargestoffreagenset reagerer med proteiner og danner et blåfarget kompleks som kan 

måles ved absorbans 595 nm. Mengde protein tilstede i vannekstraktene ble beregnet ut fra en 

standardkurve med BSA (Bovint serum albumin). En blankprøve med destillert vann ble 

benyttet som nullpunkt. Standardkurven har et lineært område fra 8.0 μg/ml til ca. 80 μg/ml 

protein.  

 

Figur 4.2: Innhold av protein i alle vannekstrakter av I. obliquus fra tørkede biter ved konsentrasjon 1 mg/ml og 

0.1 mg/ml.  

Etter å ha sammenlignet resultatene fra alle vannekstraktene, se figur 4.2, ble det konkludert 

at mengde protein tilstede var tilsvarende i alle prøvene. Ved å se på resultatene for 0.1 mg/ml 

fortynningene ble det observert at vannekstraktet trukket i varmt vann WExB (25g/L, 1t, 

50°C), hadde lavere mengder proteiner tilstede (9.1%), enn de andre prøvene som hadde fra 

15-17%, se tabell 4.3.  
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Tabell 4.3: Innhold av proteiner i alle vannekstraktene av I. obliquus fra tørkede biter. Verdiene er angitt i % av 

utgangsmateriale. 

Vannekstrakt 
WExB 

(25g/L,1t,50°C) 

WExB 

(25g/L,10min,100°) 

WExB 

(25g/L,1t,100°) 

WExB  

(25g/L3t, 100°) 

WExB 

(5g/L,1t,100°C) 

WExB  

(50g/L,1t, 100°) 

1 mg/ml 2.4 2.7 2.5 2.6 2.6 2.6 

0.1 mg/ml 9.1 15.8 17.0 15.7 15.0 16.9 

 

Det ble observert noen få problemer under utføring og avlesning av resultatene. Et av 

problemene var endret farge i prøveløsningene, i stedet for blåfarget kompleks ble det dannet 

et grønnfarget kompleks med hint av blåfarge i alle prøveløsningene. Det andre problemet var 

observert utfelling i alle brønnene med prøveløsningen, noe som kan forstyrre 

absorbansavlesning. Forskjell i farge mellom standardløsning av BSA og prøveløsning fører 

til at resultatet av prøveløsningen ikke kan relateres 100% til standard.  

Det blir antatt at forstyrrelsene i testen kan skyldes kjemisk binding til fargestoffreagens med 

ukjente stoffer i prøveløsningen. Reaksjonen mellom fargereagens og ukjent stoff får endret 

både løselighet og fargekompleks i brønnene, som da fører til utfelling og endret farge fra blå 

til grønn. I teorien blir det antatt at fargeproblemene i testen skyldes fargepigmentet melanin, 

som eksisterer naturlig i soppen. Fargepigmentet gir en veldig intens gulfarge, selv i små 

mengder. Grønn er som kjent en sekundærfarge, som blir dannet ved å blande primærfargene 

blå og gul, noe som også blir observert i brønnene under utførelse testen. For å prøve å 

minimere forstyrrelser av gulfargen, ble det derfor også testet ved en 10-foldsfortynning (0.1 

mg/ml). Det grønne fargekomplekset ble fortsatt dannet, bare med lysere intensitet, noe som 

tilsier lavere konsentrasjon av melanin og dermed mindre forstyrrelser. Resultatene for 0.1 

mg/ml-fortynningene er derfor her mer til å stole på enn 1 mg/ml-fortynningene.  

Utfellingen som ble observert i brønnene dannet også litt problemer ved avlesning. Etter 

~15min la utfellingen seg som et bunnfall i brønnene, og bunnfallet hadde en merkbar 

mørkere farge enn prøveløsningen. Når mikrotiterplate blir avlest fra bunnen og opp, fører det 

til feil i absorbansverdier. Bunnfallet kan ha kommet av endret løselighet av melanin, som har 

vist å kunne koagulere og felle ut ved tilsetning av syre (Babitskaya et al., 2000; 

Kukulyanskaya et al., 2002). Selv om det ikke ble tilsatt syre direkte i løsningen, kan det i 

teorien bli nedsatt pH i brønnene ved tilsatt surt fargestoff reagens, da volum i brønnen er 

velig lite. For å løse problemet med utfelling ble det valgt å lese av absorbans 5 min etter 

tilsetning av prøveløsning til reagens.  
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4.1.4 Total mengde fenoliske forbindelser 

Fenoliske forbindelser forekommer som naturlige forbindelser i både planter, dyr og sopp. De 

er kjent for høy antioksiderende aktivitet og evne til å nøytralisere frie radikaler. Det totale 

innholdet av fenoliske forbindelser ble bestemt ved å benytte en metode som baserer seg på 

kolorimetrisk fargeendring ved tilsetning av Folin-ciocalteu reagens, og avlesning av 

absorbans ved 750 nm (metode 3.4.2). Mengde fenoliske forbindelser i vannekstraktene ble 

deretter beregnet ut fra en standardkurve med gallesyre i konsentrasjoner fra 5 µg/ml til 50 

µg/ml, som er det utvalgte lineære konsentrasjonsområdet. Alle vannekstraktene ble 

undersøkt med en prøveløsningskonsentrasjon på 1 mg/ml og en 10-foldsfortynning på 0.1 

mg/ml. Tre paralleller av hver prøveløsning ble undersøkt. Resultat av total mengde fenoliske 

forbindelser ble sammenlignet og er presentert i figur 4.3 og tabell 4.4 

 

 

Figur 4.3: Total mengde fenoliske forbindelser i vannekstrakter av I. obliquus fra tørkede biter ved konsentrasjon 

1 mg/ml og 0.1 mg/ml. Total mengde fenoler i prøvene er oppgitt som «ekvivalenter av gallesyre». 

Ut fra figur 4.3 og tabell 4.4 er det mulig å observere at mengde fenoliske forbindelser tilstede 

i vannekstraktene er så å si helt like for 0.1 mg/ml-fortynningene, rundt ~11-15%, med unntak 

av ekstraksjon i varmt vann WExB (25g/L,1t,50°C), som ligger på ~6 %. Resultatet fra 

1mg/ml-fortynningene følger samme trend og er så å si like med små avvik. Enkelte avvik 

kan komme av at resultatene som blir avlest fra standard, er ekstrapolert langt utenfor testens 

linære konsentrasjonsområde. Ved ekstrapolering utenfor standardkurve er det ikke lenger 

mulig å garantere linearitet, noe som fører til usikkerhet i avlesning av resultater. Ved å 
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sammenligne resultater fra 1 mg/ml og 0.1 mg/ml-fortynningene, blir det observert at 

resultatene samsvarer, med små avvik. Det er dermed mulig å konkludere, med utgangspunkt 

i 0.1 mg/ml-fortynningen, at mengde fenoliske forbindelser ekstrahert ut i et vandig ekstrakt 

av I. obliquus ikke blir påvirket i stor grad av ekstraksjonsparametere som tid og 

konsentrasjon, men temperatur synes å være viktig. En annen ting er at testen bare beviste 

tilstedeværelse av mengde fenoliske forbindelser, den ga ingen indikasjon på hvilke fenoliske 

forbindelser eller tilhørende grad av antioksiderende aktivitet. 

Tabell 4.4: Innhold av total mengde fenoliske forbindelser i alle vannekstraktene av I. obliquus fra tørkede biter. 

Verdiene er angitt i % av utgangsmateriale. Total mengde fenoler i prøvene er oppgitt som «ekvivalenter av 

gallesyre». 

Vannekstrakt 
WExB 

(25g/L,1t,50°C) 

WExB 

(25g/L,10min,100°) 

WExB 

(25g/L,1t,100°) 

WExB  

(25g/L3t, 100°) 

WExB 

(5g/L,1t,100°C) 

WExB  

(50g/L,1t, 100°) 

1 mg/ml 5.4 9.8 12.5 11.5 10.0 10.0 

0.1 mg/ml 5.9 11.8 14.5 12.7 12.6 12.2 

4.1.5 Pulverisert råmateriale fra I. obliquus i forhold til tørkede biter 

Etter å undersøkt prosentandel utbytte, total andel karbohydrater, bestemt proteininnhold og 

total mengde fenoliske forbindelser av vannekstrakter fra tørkede biter, ble de mest velegnede 

ekstraksjonsparameterne satt til 25g/L prøveløsningskonsentrasjon i 1 time ved 100°C. Det 

var deretter ønskelig å undersøke forskjell i ekstraksjonsutbytte mellom tørkede biter av I. 

obliquus i forhold til pulverisert råmateriale, ved de utvalgte ekstraksjonsparameterne. 

Ekstraksjon av både pulver og biter med destillert vann ble derfor utført, hvor utbytte er 

presentert i tabell 4.5. 

Tabell 4.5: Utbytte etter frysetørking av vannekstrakt fra pulverisert I. obliquus og tørkede biter ved 

ekstraksjonsparameterne 25g/L, 1t, 100°C. Utbytte er oppgitt i % av utgangsmateriale. 

Vannekstrakt 
a) WExPul 

(25g/L,1t,100°C) 

b) WExB 

(25g/L, 1t,100°C) 

Utbytte (gram) 4.2 2.3 

Utbytte (%) 16.7 9.1 

a) WExPul = pulver, b) WExB = biter 

Det ble et utbytte på 16.7% fra pulverisert råmateriale, mens fra tørkede biter ble utbytte kun 

9.1%. En av teoriene bak den store forskjellen i utbytte, var at vannet fikk bedre total 

kontaktareal som følge av knust soppcellevegg i det pulveriserte materiale. Økt kontaktareal 
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ga dermed bedre kontakt med ekstraksjonsvæske, noe som fører til økt frigjøring av 

forbindelser som før var fanget innerst inne i celleveggen av upulverisert råmateriale. 

Total mengde karbohydrat tilstede i pulver og biter ble undersøkt ved metanolyse etterfulgt av 

GC (metode 3.5.1), resultat blir sammenlignet og er presentert i tabell 4.6. 

Tabell 4.6: Monosakkaridsammensetning og karbohydratinnhold i vannekstrakter av pulverisert I. obliquus og 

tørkede biter ved ekstraksjonsparameterne 25g/L,1t,100°C. Verdiene er angitt i % forhold til total mengde 

karbohydrat i prøven. 

Monosakkarid 
a) WExPul 

(25g/L, 1t) 

b) WExB 

(25g/L, 1t) 

Ara 6.0 4.0 

Rha 6.0 8.3 

Fuc 2.0 2.1 

Xyl 16.9 20.2 

Man 1.2 0.8 

Gal 10.2 10.6 

Glc 36.3 35.1 

GlcA 1.5 3.0 

GalA 17.2 12.9 

3-O-Me-Gal 2.7 2.8 

Totalt mengde karbohydrat i 

prøven (%) 
2.5 2.4 

a) WExPul = pulver, b) WExB = biter 

Som vist i tabell 4.6 var % andel av total mengde karbohydrat tilstede i ekstrakt fra pulver og 

biter likt, ~2.5%, mens det er observert variasjon i %-andel av enkelte monosakkarider. 

WExPul har lavere mengde Xyl (16.9%) i forhold til WExB (20.2%), men til gjengjeld har 

WExPul større andel GlcA (17.2%) enn WExB (12.9%). Begge vannekstraktene inneholdt lik 

mengde Glc, som er forventet å stamme fra β-glukaner. Eksempel på gasskromatogram av 

vannekstrakt fra pulverisert råmateriale WExPul (25g/L, 1t, 100°C), er vist i figur 4.4. 

Karakteristisk mønster av tre topper ved ~19.1 min, ~19.7 min og ~20.1 min tilsvarer 

monosakkaridet 3-O-Me-Gal som tidligere er bestemt ved analyser av Wold et al. (2018).  
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Figur 4.4: Gasskromatogram av vannekstraktet WExPul (25g/L, 1t, 100°C), fra pulverisert I. obliquus.  

Vannekstrakt fra pulverisert råmateriale og biter ble undersøkt for innhold av protein og 

fenoliske forbindelser, resultatene er vist i figur 4.5. Som vist er innhold av proteiner og 

fenoliske forbindelser likt i begge vannekstraktene ved fortynningene 1 mg/ml og 10-

foldsfortynning 0.1 mg/ml. Etter å ha sammenlignet utbytte, karbohydratinnhold, 

proteininnhold og total mengde fenoliske forbindelser ble det bestemt å gå videre med 

pulverisert I. obliquus, pga høyest ekstraksjonsutbytte. 

 
 

Figur 4.5: Innhold av protein (venstre) og fenoliske forbindelser (høyre) i vannekstrakter av pulverisert I. 

obliquus og tørkede biter ved ekstraksjonsparameterne 25g/L, 1t, 100°C, ved konsentrasjon 1 mg/ml og 0.1 

mg/ml. WExPul = Pulver, WExB = biter 

4.2 Separasjon av polysakkarider og melanin 

På grunn av store mengder melanin i vannekstrakt fra Chaga har det tidligere blitt vist at 

etanolpresipitering ikke er tilstrekkelig for å separere melanin fra polysakkaridene. Dette vil 

igjen påvirke resultat ionebytterkromatografi og føre til dårligere separasjon og urene 

polysakkaridfraksjoner (Wold et al., 2018). Metodene som ble benyttet var etanol-presipitering, 

som baserte seg på polare polysakkariders løselighet i polart løsningsmiddel, i forhold til det 

mer upolart løsemiddelet etanol. Polysakkaridene vil dermed felle ut i en løsning av etanol. 
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Den andre metoden baserte seg på å endre løseligheten til fargepigmentet melanin ved å 

tilsette syre. Ved tilsetning av syre koagulerer fargepigmentet og det kan skilles fra resten av 

løsningen med polysakkarider ved sentrifugering (metode 3.3.1). Etter sentrifugering ble 

supernatantløsningen med polysakkarider nøytralisert raskt ved tilsetning av base for å 

redusere risiko for syrehydrolyse av polysakkaridene. På bakgrunn av utbytte og 

karbohydratinnhold i vannekstraktene, ble vannekstrakt WExPul (25g/L, 1t, 100°C) valgt som 

utgangsmateriale. De to metodene ble kombinert på to ulike måter, og kalt metode A og 

metode B, se figur 4.5 for skjematisk oversikt over utførelsen. 

 

 

Figur 4.6: Skjematisk oversikt over separasjon av melanin og polysakkarider i vannekstraktet WExPul (25g/L, 

1t,100°C). Dialysetrinnet (*) ble sløyfet ved utførelse av metode B på nytt, da separasjon ved etanol-

presipitering ble dårlig ved første forsøk. 

Sluttproduktet fra metode A, som i teorien skal være et polysakkaridrikt ekstrakt, ga høyest 

utbytte fra utgangsmateriale, se tabell 4.7. En av grunnene til dårligere utbytte ved bruk av 

metode B, skyldes dårlig separasjon ved etanol-presipiteringstrinnet i metode B, i forhold til 

etanol-presipiteringstrinnet i metode A. Ved bruk av metode A ble det observert et tydelig 

bunnfall under etanol-presipiteringstrinnet, som lett kunne separeres fra supernatanten. Ved 

metode B ble det derimot dannet noen oljeaktige flak som fløt rundt i supernatant-løsningen 
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under etanol-presipitering. Det var ikke mulig å separere flakene fra supernatant ved 

sentrifugering, men ble separert fra ved å la løsningen stå på benk til tyngdekraften trakk 

flakene ned til bunnen. Supernatanten ble deretter helt forsiktig av, til flakene var separert. 

Dette viste seg å gi en veldig dårlig separasjon og etter beregning av utbytte, ble mengde 

polysakkaridrikt sluttprodukt etter metode B bestemt til 0.8%, mens metode A ga 4.3% 

utbytte av sluttprodukt.  

Tabell 4.7: Utbytte av sluttprodukter etter etanol-presipitering og behandling med syre. Sluttprodukt = 

polysakkaridrikt ekstrakt. Utbytte er oppgitt i % av utgangsmateriale. 

Sluttprodukt Utbytte (mg) Utbytte (%) 

Metode A: EtSb-Pro 64.0 4.3 

Metode B: SbEt-Pro 12.2 0.8 

Metode B*: SbEt-Pro*(u/dialysetrinn) 58.7 3.9 

 

Alle sluttprodukter, tilhørende bunnfall- og supernatant-løsninger fra begge metodene ble 

undersøkt for karbohydratinnhold ved metanolyse kombinert med GC, for å bekrefte innhold 

av karbohydrater og sikre at minst mulig karbohydrater ble tapt separasjonsprosessene. 

Kromatogram av sluttprodukt etter metode A er vist i figur 4.7, som diskutert tidligere 

kommer karakteristisk mønster av 3 topper for monosakkaridet 3-O-Me-Gal ved ~19-20 min. 

 

Figur 4.7: Gasskromatogram av sluttprodukt fra metode A, EtSb-Pro. Sluttprodukt = polysakkaridrikt ekstrakt. 

Etter analyse av sluttprodukt på GC, ble det observert en større prosentandel karbohydrater 

etter bruk av metode B (36.6%) i forhold til metode A (21.4%), se tabell 4.8. En av grunnene 

til en høyere andel polysakkarider i metode B, stammer fra annen type utfelling i etanol-

presipiteringstrinnet som nevnt tidligere. Flakene som faktisk ble separert ut i metode B ble et 

mye renere sluttprodukt av polysakkarider enn i metode A, men på grunn av dårlig separasjon 
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ble utbytte veldig dårlig. Av ren nysgjerrighet ble tilhørende supernatant-løsning ved metode 

B (SbEt-SuperN) undersøkt, og da ble det observert tilstedeværelse av en ganske stor andel 

karbohydrater (15.3%). Andel karbohydrater i SbEt-SuperN, var nesten like mye som 

sluttprodukt i metode A (EtSb-Pro), (21.4%). Sluttproduktet i metode B (SbEt-Pro), hadde 

videre en merkbart lysere farge enn sluttproduktet etter metode A (EtSb-Pro), noe som tilsier 

et mye renere produkt. Det ble på bakgrunn av dårlig utbytte ikke valgt å gå videre med 

metode B i første omgang. 

Tabell 4.8: Monosakkaridsammensetning og totalt karbohydratinnhold i sluttprodukter etter separasjon av 

karbohydrat og melanin ved bruk av metode A og B, i tillegg til supernatant-løsninger ved metode B. Verdiene 

er angitt i % forhold til total mengde karbohydrat i prøven. Sluttprodukt = polysakkaridrikt ekstrakt. 

Monosakkarid 
1 Metode A: 

EtSb-Pro 

2 Metode B: 

SbEt-Pro 

Metode B: 

SbEt-SuperN 

3 Metode B*: 

SbEt-Pro* 

(u/dialysetrinn) 

Metode B*: 

SbEt-SuperN* 

(u/dialysetrinn) 

Ara 6.0 4.0 10.6 6.1 8.6 

Rha 4.4 4.7 6.4 4.8 6.5 

Fuc 2.1 1.9 2.1 2.3 1.6 

Xyl 6.5 6.8 12.6 0.3 19.7 

Man 1.7 2.9 2.5 1.0 0.8 

Gal 16.0 11.4 12.3 18.5 4.7 

Glc 27.5 18.2 25.8 30.8 46.7 

GlcA 5.3 5.7 4.0 5.3 1.0 

GalA 23.5 40.7 18.2 22.4 8.2 

3-O-Me-Gal 7.1 3.9 5.5 8.3 2.2 

Total mengde karbohydrater 

i prøven (%) 
21.4 36.6 15.3 19.6 1.8 

1. Metode A: etanol-presipitering etterfulgt av behandling med syre 

2. Metode B: Behandling med syre etterfulgt av etanol-presipitering 

3. Metode B*(u/dialysetrinn): Behandling med syre etterfulgt av etanol-presipitering uten utført dialysetrinn metodene 

På grunn av dårlig separasjon ved etanol-presipiteringstrinnet ved bruk av metode B, var det 

ønskelig å finne årsaker til separasjonsproblemene. Etter å ha sett litt på teorien bak etanol-

presipitering, ble det først foreslått at dårlig separasjon i etanol-presipiteringstrinnet skyldtes 

fjerning av ioner i dialysetrinnet, som ble utført mellom syre-behandlingen og etanol-

presipitering, se merket (*) trinn i figur 4.6. I teorien er løseligheten til vannløselige polare 

polysakkarider optimal i polare løsningsmidler som vann. Grunner til dette er de mange OH-

gruppene fordelt rundt om i polysakkaridmolekylet. OH-grupper består av et delvis negativt 

ladet oksygenatom og et delvis positivt ladet hydrogenatom. Siden oksygen er mer 

elektronegativt, trekker den på elektronene og danner en liten elektrisk dipol ved hvert 

oksygenatom. Denne dipolen er med på å øke løseligheten til polysakkaridene i vannet, via 
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elektrostatiske krefter mellom vann og polysakkarid. Når det blir tilsatt et mer upolart 

løsemiddel som etanol, fører det til forstyrrelser mellom de elektrostatiske kreftene, som fører 

til dårligere løselighet og dermed presipitering av polysakkaridene i etanol. Det ble derfor 

antatt at tilstedeværelse av ioner i løsningen var nødvendig, da den konstante ladningen som 

er tilstede på ioner, er med på å fremskynde forstyrrelsene mellom de elektrostatiske kreftene 

i løsemiddelet og polysakkaridene (Smidsrød et al., 1967; Xu et al., 2014; Klein, 2015; 

Bitesize Bio).  

Teorien om at dialysetrinnet* var årsaken til dårlig separasjon ble bekreftet ved utførelse av 

metode B på nytt. Dialysetrinnet ble hoppet over og prøveløsningen ble satt direkte til etanol-

presipitering etter syre-behandling. Ved tilførsel av etanol ble det med en gang observert 

tydelig bunnfall, som etter 48 timer ble separert ved sentrifugering uten problemer. Ved bruk 

av metanolyse og GC-analyse ble det sjekket for innhold av karbohydrat i både sluttprodukt 

SbEt-Pro*(u/dialysetrinn) og tilhørende supernatant SbEt-SuperN*(u/dialysetrinn). Som vist i 

tabell 4.8 var karbohydratinnhold i sluttprodukt og tilhørende supernatant fra metode 

B*(u/dialysetrinn) på henholdsvis 19.6% og 1.8%. Dette er en betydelig forskjell fra tidligere 

separasjon ved metode B, hvor andel karbohydrater for sluttprodukt og tilhørende supernatant 

lå på henholdsvis 36.6%, og 15.3%. Andel karbohydrater i sluttproduktet SbEt-

Pro*(u/dialysetrinn), var nå nesten helt likt andel karbohydrater i sluttproduktet oppnådd ved 

metode A (EtSb-Pro), (21.4%).  

Det ble også observert en betydelig høyere prosentandel utbytte av sluttproduktet ved metode 

B*(SbEt-Pro*(u/dialysetrinn)), (3.9%). Dette er en betydelig økning fra utbytte på 0.8%, som 

ble oppnådd ved opprinnelig utføring ved metode B (SbEt-Pro). Resultatet var nå nesten helt 

likt utbytte av sluttprodukt oppnådd ved metode A (EtSb-Pro), (4.3%), se tabell 4.7. 
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4.3 Isolering av polysakkarider ved 

ionebytterkromatografi 

 

 

Figur 4.8: Skjematisk oversikt over isolering av polysakkarider på ionebytterkolonne 

4.3.1 Ionebytterkromatografi 

Etter separasjon av melanin og polysakkarider, ble polysakkaridrikt sluttprodukt i metode A 

(EtSb-Pro), valgt til videre opprensing ved ionebytterkromatografi ved applisering på ANX 

Sepharose™ 4 Fast Flow (high Sub) ionebytterkolonne (metode 3.3.2). Kolonnen er en svak 

anionbytter, som betyr at polysakkarider med tilhørende ioniserte syre-grupper blir retardert i 

kolonnen. Kolonnen ble først eluert med destillert vann for isolering av nøytrale 

polysakkarider, og deretter ble kolonnen eluert med en økende NaCl-gradient.  
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Figur 4.9: Elueringsprofil etter separasjon av polysakkaridrikt sluttprodukt (EtSb-Pro) på ANX Sepharose™ 4 

Fast Flow (high Sub) ionebytterkolonne. Kolonnen ble først eluert med destillert vann (venstre). Deretter ble 

kolonnen eluert med en økende NaCl-gradient (høyre). Absorbans ble avlest ved 490nm.  

Fraksjonene isolert etter hver eluering ble testet for innhold av karbohydrater ved fenol-

svovelsyretesten (metode 3.4.4), elueringsprofilene er vist i figur 4.9. Etter eluering med 

destillert vann ble det isolert én nøytral polysakkaridfraksjon (NP). To sure 

polysakkaridfraksjoner (SP-Fr1 og SP-Fr2) ble isolert etter eluering med økende NaCl-

gradient. Ut ifra karbohydratprofilen er SP-Fr1 hovedfraksjon. Utbytte av de isolerte 

fraksjonene er presentert i tabell 4.9. 

Tabell 4.9: Utbytte av polysakkaridfraksjonene NP, SP-Fr1 og SP-Fr2 etter separasjon på ionebytterkolonne. 

Utbytte er oppgitt i % av utgangsmateriale. 

Polysakkaridfraksjon Utbytte (mg) Utbytte (%) 

Nøytral polysakkaridfraksjon (NP) 11.0 5.5 

Sur polysakkaridfraksjon 1 (SP-Fr1) 55.0 27.5 

Sur polysakkaridfraksjon 2 (SP-Fr2) 29.5 14.7 

4.3.2 Påvisning av stivelse 

Fraksjonene isolert fra ionebytterkromatografi NP, SP-Fr1, SP-Fr2 og moderfraksjonen EtSb-

Pro, ble testet for innhold av stivelse (metode 3.4.3). Fraksjonene ble sammenlignet visuelt i 

forhold til positiv kontroll med 100% tilsatt stivelse og negativ kontroll med destillert vann. 

Som vist i figur 4.10 ga ingen av fraksjonene reaksjon ved tilsetning av jod-jodkalium 

reagens, de var helt like negativ kontroll med bare destillert vann. Resultatet fra testen 

indikerer ingen tilstedeværelse av stivelse og da heller ikke tilstedeværelse av amylose (linære 

polymerer av α-1,4-Glc) og amylopektin (α-1,4-Glc med α-1,6-Glc forgrening) som stivelse 

er bygd opp av. 

 

Figur 4.10: Resultat av stivelses-test. Prøvene fra venstre; positiv kontroll (stivelse), negativ kontroll (destillert 

vann), moderfraksjon (EtSb-Pro), nøytral polysakkaridfraksjon (NP), og sure polysakkaridfraksjoner (SP-Fr1, 

SP-Fr2). 
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4.3.3 Monosakkaridsammensetning av polysakkaridfraksjonene 

Etter separasjon på ionebytterkolonnen ble de isolerte fraksjonene analysert for innhold av 

monosakkarider ved metanolyse kombinert med GC (metode 3.5.1), for resultat se tabell 4.10. 

Den nøytrale polysakkaridfraksjonen (NP) ble et rent produkt, med innhold av 100% 

karbohydrater. De sure polysakkaridfraksjonene (SP-Fr1 og SP-Fr2) er mindre rene, med 

henholdsvis 28% og 5% innhold av karbohydrat. Dette stemmer overens med optisk 

observasjon, hvor tørket produkt av NP ble helt hvitt, mens SP-Fr1 og SP-Fr2 hadde hint av 

gulfarge, noe som tyder på at de sure polysakkaridene ikke var helt rene. Det at SP-Fr2 

inneholdt kun spormengder av karbohydrater var også forventet, da fraksjonen ga lav 

absorbans ved fenol-svovelsyretesten (figur 4.9), fraksjonen blir derfor ikke kommentert 

videre i dette avsnittet.  

Tabell 4.10: Monosakkaridsammensetning og total mengde karbohydrat i de isolerte polysakkaridfraksjonene 

NP, SP-Fr1, SP-Fr2 og moderfraksjon EtSb-Pro. Verdiene er angitt i % i forhold til total mengde karbohydrat i 

prøven. 

Monosakkarid NP SP-Fr1 SP-Fr2 
Moderfraksjon: 

EtSb-Pro 

Ara 10.2 5.0 7.1 6.0 

Rha 1.2 5.5 6.4 4.4 

Fuc 3.0 2.1 1.5 2.1 

Xyl 4.8 7.3 8.3 6.5 

Man 1.1 1.1 0.9 1.7 

Gal 20.5 16.9 14.5 16.0 

Glc 37.4 23.0 31.9 27.5 

GlcA i.d 6.5 10.9 5.3 

GalA 8.5 25.4 18.4 23.5 

3-O-Me-Gal 13.3 7.2 i.d 7.1 

Total mengde karbohydrat 

i prøven (%) 
100.7 28.1 5.0 21.4 

i.d = ikke detektert 

I den nøytrale fraksjonen (NP) var det mest å finne av monosakkaridet Glc (37.4%), som er 

vanlig å observere i β-glukan fra sopp, samt en høy andel av monosakkaridene Gal (20.5%), 

3-O-Me-Gal (13.3%) og Ara (10.2%). Det ble videre funnet tilstedeværelse av mindre 

mengder av monosakkaridene Xyl, Fuc, Rha og Man. Det var forventet at NP ikke skulle 

inneholde uronsyrene GlcA og GalA, men GC-analysen viste at NP fortsatt inneholdt en liten 

andel GalA (8.5%). Denne andelen ble antatt å komme av metylert GalA som ikke ble 
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retardert på ionebytterkolonnen, da den ikke kunne danne en ionisk binding med stasjonær 

fase. Denne konklusjonen ble trukket etter å ha diskutert med veileder og sett på resultat utført 

av tidligere masterstudent Suen (2017) og stipendiat Wold et al. (2018), hvor det også hadde 

blitt observert spormengder av uronsyren GalA i en nøytral polysakkaridfraksjon.  

Sammenlignet med NP ble det observert i den isolerte sure fraksjonen (SP-Fr1), en høyere 

andel av monosakkaridene Rha (5.5%), Xyl (7.3%) og uronsyrene GalA og GlcA, på 

henholdsvis 25.4% og 6.5%. Mens andel av monosakkaridene Glc (23.0%), Gal (16.9%), 3-

O-Me-Gal (7.2%) og Ara (5.0%) var det observert lavere mengder enn i NP. Andel av 

monosakkaridene Man og Fuc i SP-Fr1 var likt NP.  

Det finnes få studier som ser på monosakkaridsammensetning av polysakkarider isolert fra I. 

obliquus. Det er i tillegg observert store variasjoner på resultater fra utførte studier, da 

metoder for isolering, habitat, alder og del av soppen (viltvoksende eller kultivert mycelium) 

som blir analysert kan forårsake store forskjeller. I tidligere studier av Wasser (2002) og 

Xiang et al. (2012) blir det oppgitt at vannløselige polysakkarider fra sclerotium av I. 

obliquus inneholder en del heteropolysakkarider av typen xylogalaktoglukan. Disse 

polysakkaridene består av en hovedkjede bygget opp av glukose-molekyler som er vanlig å 

observere i β-glukan fra sopp, og sidekjeder som kan bestå av monosakkaridene arabinose, 

mannose, fucose, galaktose, glukose, xylose og uronsyrer (Wasser, 2002; Xiang et al., 2012).  

Isolerte polysakkaridfraksjoner analysert av Wold et al. (2018) oppga mest av 

monosakkaridene Glc, Gal, Man og Xyl i nøytrale polysakkaridfraksjoner. Mens i de isolerte 

sure fraksjonene ble det observert et økt innhold av uronsyren GalA og Rha i forhold til de 

nøytrale fraksjonene (Wold et al., 2018). Isolert rent polysakkaridfraksjon analysert av Chen 

et al. (2015) oppga en monosakkaridsammensetning med Rha, Ara, Glc og Gal, hvor 

arabinose var hovedmonosakkaridet. Den inneholdt 73.7% andel nøytrale karbohydrater og 

~30% uronsyrer (Chen et al., 2015). Xu et al. (2014) rapporterte i isolerte 

polysakkaridfraksjoner fra I. obliquus et varierende innhold av monosakkaridene Rha, Ara, 

Xyl, Glc og Gal. Fraksjonene inneholdt 40-60% karbohydrater (Xu et al., 2014). Til forskjell 

har Fan et al. (2012) rapportert en sammensetning av isolerte polysakkaridfraksjoner med 

Rha, Glc og Man. Sammensetningen av monosakkaridene ligner på tidligere rapporter av Kim 

et al. (2006), hvor isolerte polysakkarider fra I. obliquus hovedsakelig var sammensatt av 

glukose og mannose, med mannose som hovedmonosakkarid.  
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Monosakkaridsammensetningen av de isolerte fraksjonene NP og SP-Fr1 samsvarer med 

heteroglukaner, som har en hovedkjede med β-glukan fra sopp. På bakgrunn av denne 

analysen er det ikke mulig å bekrefte hvilke monosakkarider som tilhører sidekjeder, men at 

den antageligvis er sammensatt av flere ulike monosakkarider. Det er også observert innhold 

av arabinose, rhamnose og stor mengde uronsyren GalA i fraksjon SP-Fr1, som kan stamme 

fra homogalakturonan regioner i pektin, som forekommer naturlig i plantemateriale som for 

eksempel bjørk. Forurensning med bjørk har vist å ofte forekommer ved innhøsting av I. 

obliquus (Liu et al., 2015; Wold et al., 2018), og at det ble observert rester av bark fra bjørk 

ved forberedning av råmateriale før ekstraksjon med vann (metode 3.2).  

4.3.4 Bindingsforhold mellom monosakkaridene 

Videre ble det utført analyse av glykosidbindingene i de isolerte fraksjonene NP, SP-Fr1 og 

moderfraksjon EtSb-Pro, ved metylering kombinert med GC-MS (metode 2.5.2). Prøvene ble 

først redusert for å nøytralisere uronsyrer, deretter metylert, hydrolysert, redusert, og acetylert 

før analyse med GC-MS. Med utgangspunkt i karbohydratinnhold (tabell 4.10) ble 

prosentandel av de ulike bindingene funnet ved GC-MS for de ulike fraksjonene. Type 

bindinger som er tilstede i hvert enkelt monosakkarid er oppgitt i prosent, og er presentert i 

tabell 4.11. Det ble ikke undersøkt for bindingsforhold i SP-Fr2, da mengde karbohydrater 

tilstede var veldig lavt.  

Fraksjon NP inneholdt som vist tidligere mest av monosakkaridet glukose, som hovedsakelig 

forekommer som 1,6-Glc og 1,3-Glc bindinger, på henholdsvis 21.6% og 8.0%. Det er veldig 

vanlig i β-glukaner fra sopp å finne en hovedkjede av 1,3-Glc med forgreningspunkt i 6-

posisjon, med sidekjeder av 1,6-Glc. Det ble funnet kun 1.3% av 1,3,6-Glc, noe som kan tyde 

på lange 1,6-Glc sidekjeder. Etter glukose var det observert mest av monosakkaridene 

galaktose og 3-O-Me-Gal, som begge ga utgangspunkt for beregning av bindinger i galaktose 

med GC-MS. I galaktose ble det observert høyest andel av 1,6-Gal, T-Gal bindinger og 1,3-

Gal, på henholdsvis 10.7%, 5.1% og 3.6%. Monosakkaridet arabinose foreligger som 1,5-Ara 

bindinger (5.4%). Av monosakkaridene Fuc, Man og Xyl er det terminal ende som det er 

høyest andel av, med unntak av Rha som det er bare funnet spormengder av alle bindingene. 

Det ble observert tilstedeværelse av uronsyren GalA, med høyest andel av 1,4-GalA binding 

(4.2%).  
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I likhet med fraksjon NP inneholdt den isolerte sure fraksjonen (SP-Fr1) høyest andel av 

bindingene 1,6-Glc og 1,3-Glc, på henholdsvis 12.3% og 5.9%. Av monosakkaridet galaktose 

var det høyest andel av 1,6-Gal bindinger (8.0%), deretter T-Gal og 1,3-Gal, på henholdsvis 

3.6% og 3.9%. Av uronsyrene i SP-Fr1 hadde GalA høyest andel av 1,4-GalA bindinger 

(19.9%), mens av GlcA var det observert like mengder T-GlcA og 1,4-GlcA, på henholdsvis 

3.6% og 2.8%. Av resterende monosakkarider Fuc, Man, Rha, Ara og Xyl har en jevn 

fordeling av de ulike bindingene, med høy % andel av terminale ender.  

Analyse av moderfraksjon EtSb-Pro, viser at den i likhet med både NP-fraksjon og SP-Fr1 

fraksjon har mest av 1,3-Glc og 1,6-Glc binding, på henholdsvis 8.1% og 14.5%. Den har 

også i likhet med de to andre fraksjonene høyest % andel av 1,6-Gal binding (8.0%) for 

galaktose, og i uronsyren GalA var det 1,4 binding (11.6%). Trend % andel bindinger av de 

andre monosakkaridene er likt NP og SP-Fr1 fraksjonen. 

Som nevnt tidligere er det funnet i alle fraksjonene høy andel av glukose i 1,3-Glc og 1,6-Glc, 

som er veldig vanlig å finne i β-glukaner. Det er antatt en hovedkjede av 1,3-Glc med 

forgreningspunkt i 6-posisjon, med sidekjeder av lange 1,6-Glc. Det ble også funnet mye av 

galaktose hovedsakelig som 1,6-Gal bindinger og en del xylose i terminal og 1,4 binding, på 

henholdsvis 4.6% og 2.8%. Det antas at Gal kombinert med Xyl er med på å danne 

xylogalaktan strukturen i xylogalaktoglukan fra I. obliquus som nevnt av Wasser (2002) og 

Xiang et al. (2012).  

I den sure fraksjonen SP-Fr1, ble det til forskjell fra NP observert høy andel av uronsyren 

GalA i 1,4 binding, litt av 1,2-Rha, 1,3-Gal og T-Ara som ofte samsvarer med 

monosakkarider og bindinger som blir funnet igjen i pektinstruktur fra plantemateriale. Siden 

GalA foreligger hovedsakelig som 1,4-GalA bindinger, kan det antas at den danner 

homogalakturonan regioner i pektinet (Liu et al., 2015; Wold et al., 2018). 
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Tabell 4.11: Monosakkarider og bindingsforhold etter metylering kombinert med GC-MS av de isolerte 

polysakkaridfraksjonene NP og SP-Fr1 og moderfraksjon EtSb-Pro. Resultatene er oppgitt i prosent i forhold til 

total mengde karbohydrat. 

Monosakkarider og deres 

bindingstyper 

% bindingsforhold 

NP SP-Fr1 EtSb-Pro 

Xyl Terminal 3.2 4.6 5.0 

 1,4 1.6 2.8 2.3 

 
 

 
  

Araf Terminal 2.4 1.4 1.5 

 1,2 spor spor spor 

 1,3 spor spor spor 

 1,5 5.4 1.2 2.9 

 1,2,5 spor 1.6 1.3 

 1,3,5 spor spor spor 

 
 

 
  

Fuc Terminal 3.0 2.1 2.3 

     

Rha Terminal spor 1.8 1.4 

 1,2 spor 1.8 1.4 

 1,3 spor 1.9 1.5 

     

Man Terminal 1.1 1.1 1.2 

 
 

 
  

Glc Terminal 3.5 1.8 3.1 

 1,3 8.0 5.9 8.1 

 1,4 2.8 1.4 2.5 

 1,6 21.6 12.3 14.5 

 1,3,6 1.3 1.2 1.3 

 1,4,6 spor spor spor 

 
 

 
  

Gal Terminal 5.1 3.6 3.9 

 1,3 3.6 3.9 2.9 

 1,4 2.9 spor 2.1 

 1,6 10.7 8.0 9.8 

 1,2,4 6.2 3.5 2.8 

 1,3,4 1.7 spor 1.4 

 1,3,6 1.4 1,3 1.3 

 1,4,6 spor spor spor 

 1,3,4,6 1.7 1.0 spor 

     

GlcA Terminal i.d 3.6 2.4 

 1,4 i.d 2.8 2.0 

     

GalA Terminal 1.7 2.4 3.5 

 1,4 4.2 19.9 11.6 

 1,2,4 2.7 spor spor 

 1,3,4 i.d 2.9 3.4 

     

Terminale ender (%) 

Forgreninger (%) 

20.1 22.5 24.2 

17.1 14.3 13.6 
Spor = spormengder av monosakkarider med verdier < 1% 

i.d = ikke detektert 
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4.4 Biologisk aktivitet 

4.4.1 Aktivering av dendrittiske celler 

Mengde nitritt frigjort fra dendrittiske celler (metode 3.6.1) derivert fra mus (D2SC/1) ble 

målt etter stimulering med prøver. Prøvene benyttet i forsøket var de isolerte 

polysakkaridfraksjonene fra ionebytterkromatografi NP, SP-Fr1 og SP-Fr2 og moderfraksjon 

til fraksjonene EtSb-Pro. De ulike fraksjonene ble undersøkt ved tre ulike konsentrasjoner 100 

µg/ml, 10 µg/ml og 1 µg/ml, både med og uten tilsatt co-stimulator INFγ. Som positiv 

kontroll av forsøket ble det benyttet LPS fra E.coli, som er en kjent stimulator av dendrittiske 

celler. LPS ble undersøkt både med og uten INFγ. Forsøket ble utført totalt 3 ganger i løpet av 

1.5 måned, hvor gjennomsnittlig mengde nitritt frigjort blir presentert i figur 4.11.  

 

Figur 4.11: Mengde nitritt frigjort fra dendrittiske celler etter stimulering med NP, SP-Fr1, SP-Fr2 og EtSb-Pro 

og positiv kontroll LPS. Resultatene blir presentert som gjennomsnitt med ± standardavvik. Statistisk 

signifikante resultater blir sammenlignet i forhold til cellemedium, (** p < 0.01, **** p < 0.0001) 

Ut ifra resultatene presentert i figur 4.11 viser det at bare moderfraksjon EtSb-Pro, i høyest 

konsentrasjon (100 μg/ml), stimulerte de dendrittiske cellene til frigjøring av nitritt med 

statistisk signifikant effekt. Frigjøring av nitritt fra DC er avhengig av co-stimulator INFγ, da 

moderfraksjon EtSb-Pro uten tilsatt INFγ viste tilsvarende resultat som cellesuspensjon. I 

forhold til LPS som er en kjent stimulator av DC, er frigjøring etter stimulering med 

moderfraksjon EtSb-Pro, ikke like potent. På bakgrunn av aktiviteten observert av LPS og 

LPS med tilsatt INFγ, blir det antatt at aktiviteten som er observert i EtSb-Pro, ikke 

forekommer som følge av kontaminasjon med LPS. Grad av frigjort nitritt etter stimulering 
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for de isolerte fraksjonene NP, SP-Fr1 og SP-Fr2 var tilsvarende resultat fra negativ kontroll 

med bare cellesuspensjon og INFγ alene. Det ble ikke observert en klar dose-respons aktivitet 

i de ulike fraksjonene. 

Aktivitet av de isolerte fraksjonene NP, SP-Fr1 og SP-Fr2 og moderfraksjon EtSb-Pro ligner 

på tidligere studier utført av Wold et al. (2018). I studien ble det observert av isolerte 

polysakkaridfraksjoner fra I. obliquus, ingen stimulering av DC til frigjøring av NO, da 

fraksjonene ble undersøkt alene, men ved tilsatt co-stimulator INFγ var det vist potent 

aktivitet i fraksjonene med høyest konsentrasjon (100 μg/ml).  

4.4.2 Aktivitet i komplementfikseringstesten 

For å undersøke om de isolerte polysakkaridfraksjonene fra I. obliquus kan påvirke 

komplementsystemet, ble komplementfikseringstesten utført (metode 3.6.2). Ved utføring av 

testen ble de isolerte polysakkaridfraksjonene NP og SP-Fr1, moderfraksjon til de isolerte 

fraksjonene EtSb-Pro og tilhørende melaninfraksjon fra metode A, EtSb-Bunn, benyttet. 

Effekten av fraksjonene ble deretter sammenlignet med en isolert pektinfraksjon fra 

Biophytum petersianum (BP-II), som tidligere har vist god komplementfikserende aktivitet 

(Inngjerdingen et al., 2006).  

 

 

Figur 4.12: Aktivitet i komplementfikseringstesten for de isolerte fraksjonene NP, SP-Fr1, moderfraksjon EtSb-

Pro, melaninfraksjon EtSb-Bunn-Res og positiv kontroll BP-II. 

Testen ble utført tre ganger, med to paralleller av hver prøve. På grunn av problemer med 

blodcellene den ene dagen, er bare resultat av to forsøk presentert i figur 4.12. Ut i fra grafen 
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ble det avlest en ICH50-verdi, som refererer til den laveste konsentrasjon av en prøve, som ga 

50% hemming av hemolyse i blodcellene, som kommer av enten aktivering eller inaktivering 

av tilsatte komplementproteiner. Alle fraksjonene viste økende hemming av hemolyse med 

økende konsentrasjon, med unntak av melaninfraksjon EtSb-Bunn. Som sett på grafen 4.12 

avtar hemming av hemolysen fra EtSb-Bunn fra konsentrasjon på ca. 60 µg/ml til 250 µg/ml. 

En av grunnene til avvikende graf var at melaninfraksjonen ikke ble 100% løst i 

veronal/BSA-buffer i stamløsningen. På grunn av dårlig løselighet, var det ikke mulig å 

kontrollere konsentrasjon i gjeldene fortynninger og derfor kan det hende at resultatet var noe 

avvikende. Andre grunner til avvik kan skyldes farge i prøveløsning pga melanin 

fargepigment. Melanin har vist i tidligere tester, for eksempel bestemmelse av proteininnhold, 

at de kan påvirke resultatet i kolorimetrisk tester. De gjennomsnittlige ICH50-verdiene er 

presentert i tabell 4.12. 

Tabell 4.12: Gjennomsnittlige ICH50 verdier for de isolerte fraksjonene NP, SP-Fr1, moderfraksjon EtSb-Pro, 

melaninfraksjon EtSb-Bunn og positiv kontroll BP-II. 

Prøvefraksjon NP SP-Fr1 EtSb-Pro EtSb-Bunn BP-II 

Gjennomsnittlige 

ICH50 verdier 
41.8 µg/ml 9.4 µg/ml 17.0 µg/ml 20.1 µg/ml 29.1 µg/ml 

 

Etter å ha beregnet de gjennomsnittlige ICH50-verdiene for de ulike prøvene, var det ønskelig 

å sammenligne resultatene i forhold til ICH50-verdi av BP-II. Som sett i figur 4.13 er det bare 

fraksjon NP som har lavere aktivitet i forhold til BP-II ved like konsentrasjoner. Både 

moderfraksjon EtSb-Pro og melaninfraksjon EtSb-Bunn er ~1.5 ganger mer potent ved like 

konsentrasjoner av BP-II. Den sure fraksjonen (SP-Fr1) viser å være mest potent, hvor 

aktiviteten er 3 ganger så høy i forhold til BP-II. Det er antatt at den potente aktiviteten i SP-

Fr1 kan komme av homogalakturonan regioner i tidligere antatt pektinstruktur, da SP-Fr1 

hadde veldig stor andel av 1,4-GalA enn de andre fraksjonene. Tidligere studier av 

(Inngjerdingen et al., 2006) og (Michaelsen et al., 2000) har vist at isolerte pektinfraksjoner 

med 1,4-GalA kan aktivt binde opp komplementproteiner, noe som enten fører til aktivering 

eller inaktivering av komplement (Michaelsen et al., 2000; Inngjerdingen et al., 2006). Det at 

NP har både lavere aktivitet og har mindre mengder av uronsyren GalA enn både 

moderfraksjon EtSb-Pro og melaninfraksjon EtSb-Bunn ser ut til å støtte opp tidligere antatt 

teori.  
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Figur 4.13: Sammenligning av ICH50-verdier i utvalgte fraksjoner i forhold til ICH50-verdi av positiv kontroll 

med BP-II ved 29.1 µg/ml. 

4.4.3 Antibakteriell og antifungal aktivitet 

Alle vannekstraktene ble testet for antibakteriell og antifungal aktivitet ved agar-

diffusjonsmetoden (metode 3.6.3). I tillegg til å teste opparbeidede vannekstrakter, var det 

ønskelig å undersøke MeOH- og EtOH-ekstrakter fra I. obliquus. MeOH- og EtOH-

ekstraktene var opparbeidet av stipendiat Christian Winther Wold og masterstudent Natasa 

Gligoric. Vannekstraktene ble testet ved konsentrasjon 10 mg/ml og 20 mg/ml løst i destillert 

vann, og tilsatt i brønner på agarskålene, mens MeOH- og EtOH-ekstraktene ble påsatt 

filterpapir i konsentrasjon 20 mg/ml. Diameter i brønner og filterpapir var på henholdsvis 8 

og 6 mm. Bakterier som ble benyttet var B. subtilis, S. aureus, E. coli og P. aeruginosa, mens 

for å teste antifungal aktivitet ble det benyttet C. albicans. Som positiv kontroll av forsøkene 

ble det benyttet kloramfenikol (0.1 mg/ml), gentamicin (0.2 mg/ml) og sulconazol (0.5 

mg/ml). Destillert vann, MeOH og EtOH ble benyttet som negative kontroller. Etter 

inkubasjon ved enten 24 timer (bakterier) eller 48 timer (sopp), ble hemningssoner rundt 

brønner eller filterpapir avlest ved bruk av linjal, deretter ble målt hemningssone trukket fra 

diameter i brønn eller filterpapir. Ved å sammenligne hemningssonene i forhold til positiv 

kontroll, er det mulig bestemme om ekstraktene fra I obliquus har noen signifikant 

antibakteriell eller antifungal aktivitet. Resultatet er presentert i tabell 4.13. 
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Tabell 4.13: Hemningssoner for de ulike vann-, MeOH-, EtOH-ekstrakter og positive kontroller. Diameter av 

hemningssonene er målt i mm, og er trukket fra diameter i brønn og filterpapir.  

Vannekstrakt B. subtilis S. aureus E. coli P. aeruginosa C. albicans 

 
10 mg/ml 20 mg/ml 10 mg/ml 20 mg/ml 10 mg/ml 20 mg/ml 10 mg/ml 20 mg/ml 10 mg/ml 20 mg/ml 

WExB (25g/L,1t,50°C) - - - - - - - - - - 

WExB (25g/L,10min,100°C) - - - r.v - - - - - - 

WExB (25g/L,1t,100°C) - - - r.v - - - - - - 

WExB (25g/L,3t,100°C) - - - r.v - - - - - - 

WExB (5g/L,1t,100°C) - - - - - - - - - - 

WExB (50g/L,1t,100°C) - - - - - - - - - - 

WExPul (25g/L,1t,100°C) - - - r.v - - - - - - 

EtOH-ekstrakt 
 

- 
 

- 
 

- 
 

- 
 

- 

MeOH-ekstrakt 
 

- 
 

- 
 

- 
 

- 
 

- 

           

 Kloramfenikol 0.1 mg/ml Gentamicin 0.2 mg/ml Gentamicin 0.2 mg/ml Gentamicin 0.2 mg/ml Sulconazol 0.5 mg/ml 

Positiv kontroll 30 20 20 15 10 

(-) tilsvarer ingen hemningssone 

r.v tilsvarer redusert vekst rundt brønnen. 

Klare hemningssoner rundt positiv kontroll og vekst rundt negativ kontroll var bekreftelse på 

at forsøket ble korrekt utført. Som sett i tabell 4.13 og figur 4.14, var det bare observert svak 

redusert vekst rundt 4 brønner med 20 mg/ml vannekstrakt av I. obliquus på bakteriene S. 

aureus. Siden hemningssonene ikke var like klare og store sammenlignet med positiv 

kontroll, var det dermed ikke mulig å konkludere, på bakgrunn av bare dette forsøket, at I. 

obliquus hadde en signifikant antibakteriell eller antifungal aktivitet ved gitte konsentrasjoner.  

  

Figur 4.14: Eksempel på resultat fra test av antibakteriell og antifungal aktivitet. Bildene viser fra venstre 

agarskål 1 og 2 (se metode 3.6.3, figur 3.18) med bakterien S. aureus. 
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Disse resultatene stemte ikke helt med tidligere forsøk utført av Glamoclija et al. (2015), hvor 

det ble det funnet tydelig antibakterielle og antifungale effekter med vann- og etanolekstrakt 

av I. obliquus ved mye lavere konsentrasjoner. Det kan nevnes at Glamoclija et al. (2015) 

utførte førsøkene ved bruk av flytende næringsmedium, hvor resultatene ble avlest ved å 

sammenligne absorbans av inokulat av bakterier (S. aureus, B. cereus, M. flavus, L. 

monocytogenes, P. aeruginosa, S. typhimurium, E. coli og E. cloacae) eller sopp (A. 

fumigatus, A. versicolor, A. ochraceus, A. niger, T. viride, P. funiculosum og P. 

ochrochloron) mot en positiv kontroll. Til forskjell ble dette forsøket utført ved bruk av 

hemningssoner på agarskålene. Videre benyttet Glamoclija et al. (2015) tre forskjellige 

batcher av I. obliquus høstet fra tre ulike land, som Finland, Russland og Kina. En likhet med 

deres forsøk, var at det ble observert at bare bakterien S. aureus var mest sensitiv for 

vannekstrakt, da bare denne bakteriene viste redusert vekst i dette forsøket.  
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5 Konklusjon 

Tørkede biter av I. obliquus ble ekstrahert i vann ved ulik konsentrasjon, tid og temperatur. 

Ekstraktet oppnådd ved ekstraksjon av en 25g/L prøveløsningskonsentrasjon i 1 time ved 

100°C ga høyest utbytte av karbohydratinnhold (4.0%), innhold av proteiner (17.0%), total 

mengde fenoliske forbindelser (14.5%) og utbytte av ekstrakt (9.1%). Videre ble ekstraksjon 

av tørkede biter av I. obliquus sammenlignet med pulverisert soppmaterialet. Vannekstrakt fra 

pulverisert soppmaterial ga best utbytte. Vannekstraktet av I. obliquus inneholdt som tidligere 

rapportert store mengder av fargepigmentet melanin. For separasjon av polysakkarider fra 

melanin i pulverisert vannekstrakt WExPul (25g/L,1t,100°C), ble etanol-presipitering 

etterfulgt av utfelling med tilsatt syre vist å være den mest velegnede metodekombinasjon. 

Sluttproduktet fra metode A, EtSb-Pro, ble videre opprenset ved ionebytterkromatografi og ga 

opphav til én nøytral polysakkaridfraksjon (NP), og to sure polysakkaridfraksjoner (SP-Fr1 og 

SP-Fr2), hvor SP-Fr1 var hovedfraksjon basert på resultater fra fenol-svovelsyre test.  

Struktur- og bindingsstudier av de isolerte polysakkaridfraksjonene viste at de inneholdt mye 

1,3-Glc og 1,6-Glc bindinger, samt 1,3-6-Glc, noe som er karakteristisk for innhold av β-

glukaner i medisinsk sopp. NP inneholdt ikke GlcA, men små mengder GalA, mens SP-Fr1 

inneholdt begge uronsyrene. I SP-Fr1 var det mer av GalA enn Glc, noe som kan tyde på 

tilstedeværelse av andre polysakkaridforbindelser som for eksempel homogalakturonan 

regioner i pektiner fra bjørk.  

De isolerte polysakkaridfraksjonene NP og Sp-Fr1 og moderfraksjonen EtSb-Pro ble 

undersøkt for immunmodulerende aktivitet ved å se på komplementfikserende aktivitet og 

evne til å stimulere dendrittiske celler til frigjøring av NO. Resultatet fra 

komplementfikseringstesten viste at SP-Fr1 hadde en 3 ganger mer potent aktivitet enn positiv 

kontroll ved å sammenligne ICH50-verdi. Moderfraksjon EtSb-Pro og tilhørende 

melaninfraksjon EtSB-Bunn hadde1.5 ganger mer potent aktivitet ved like konsentrasjoner av 

positiv kontroll. NP viste lavere aktivitet i komplementfikseringstesten i forhold til positiv 

kontroll. Det er antatt at komplementfikserende aktivitet kommer av uronsyren GalA, da SP-

Fr1 inneholdt høy andel av 1,4-GalA bindinger. Når det gjelder aktivering av dendrittiske 

celler ga bare moderfraksjonen EtSb-Pro, statistisk signifikant effekt, mens de isolerte 

fraksjonene ikke viste aktivitet. Det ble ikke observert noen antibakteriell og antifungal 

aktivitet av vannekstraktene.  
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6 Videre studier 

Det hadde vært ønskelig å utføre flere strukturstudier av isolerte polysakkaridfraksjoner ved 

for eksempel 13C-NMR og 1H-NMR, samt IR-spektroskopi, for å kunne oppklare mer av 

strukturen til polysakkaridene. For videre studier av de isolerte polysakkaridfraksjonenes 

biologisk aktivitet, hadde det vært ønskelig å utføre struktur- og aktivitetsstudier ved for 

eksempel enzymdegradering. Når utvalgte enzymer spalter opp ulike deler av 

polysakkaridstrukturen ved bestemte bindinger er det mulig å finne hvilken del av strukturen i 

polysakkaridet som er viktig for at den biologiske aktiviteten opprettholdes. Eksempler på 

enzymer som bryter opp binding i β-glukaner er β-1,3-glukanase og β-1,6-glukanase. Det 

hadde også vært ønskelig å utføre flere antimikrobielle studier ved å bruke andre metoder, 

eventuelt andre type bakterier. 

Siden I. obliquus inneholder en høy andel melanin hadde videre studier som har fokus på 

struktur og aktivitet av melanin vært ønskelig som for eksempel 13C-NMR og 15N-NMR, IR 

og bestemmelse av antioksiderende aktivitet.  
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Reagensliste 

1-metylimidazol Fluka 

2-mercaptoetanol  Gibco 

2-(N-morpholino)-etan-svovelsyre (MES) Sigma-Aldrich® 

Aceton Sigma-Aldrich® 

Albumin fra bovint serum (BSA) Sigma-Aldrich® 

Ammoniumhydroksid (NH4OH) Merck 

Bariumklorid (BaCl) Merck 

Biophytum petersianum - pektinfraksjon Farmasøytisk institutt 

Dendrittiske celler derivert fra mus (D2SC/1) Rikshospitalet 

Diklormetan (CH2Cl2) Sigma-Aldrich® 

Dimetylsulfoksid (DMSO) Merck 

Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM) Gibco 

Eddiksyreanhydrid Merck 

Etanol (EtOH), 96% Sigma-Aldrich® 

Erytrocytter Blod fra sau, tappet 20.09.17, 

Bygdø Kongsgård 

Fetal bovine serum (FBS), 10% Gibco 

Fenol, 4% Merck 

Fosfatbuffer (PBS) Gibco 

Fosforsyre (H3PO4) Merck 

Folin-ciocalteu reagens  Merck 

Gallesyre Sigma-Aldrich® 

Gentamicin sulfat Sigma-Aldrich® 

Heksan Merck 

Imidazol-HCl Sigma-Aldrich® 

INFγ (rekombinert fra mus) Peprotech 

Iseddik VWR Chemicals, Prolabo® 

Jod-jodkalium reagens Farmasøytisk institutt 

Karbodiimid (CMC) Sigma-Aldrich® 

Kloramfenikol Sigma-Aldrich® 
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Komplement, serum fra ECG Folkehelseinstituttet 

Lipopolysakkarid (LPS) Sigma-Aldrich® 

Mannitol i vannfri metanol (intern standard) Farmasøytisk institutt 

Metanol (MeOH) VWR Chemicals, Prolabo® 

Metyljodid (CH3I) Sigma-Aldrich® 

N-(1-naptyl)etylendiamin (NED)  Sigma-Aldrich® 

Natriumazid (NaN3) Merck 

Natriumborodeuteride (NaBD4)  Sigma-Aldrich® 

Natriumkarbonat decahydrat (Na2CO3 x 10 H2O) VWR Chemicals, Prolabo® 

Natriumklorid (NaCl) VWR Chemicals, Prolabo® 

Natriumhydroksid (NaOH) VWR Chemicals, Prolabo® 

Natriumnitrat (NaNO2) Farmasøytisk institutt 

Natrium Pyruvate, 1% Gibco 

Natriumtiosulfat (Na2S2O3) Merck 

Protein assay dye reagent concentrate Bio-Rad 

Saltsyre (HCl), konsentrert 37% VWR Chemicals, Prolabo® 

Stivelse Merck 

Streptomycin/penicillin, 1% Gibco 

Sulconazol Sigma-Aldrich® 

Sulfanilamid Sigma-Aldrich® 

Svovelsyre, konsentrert 95% VWR Chemicals, Prolabo® 

TMS-reagens Farmasøytisk institutt 

Toluen Sigma-Aldrich® 

Trifluoreddiksyre (TFA) Sigma-Aldrich® 

Tris(hydroksymetyl)aminometan (TRIZMA), Sigma-Aldrich® 

Trypan blue stain Life technologies 

Veronalbuffer (CFT pH 7,2) Virion 

Virion amboceptor 9020, antistoff Virion 
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