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Sammendrag 

Bakgrunn: Inonotus obliquus eller chaga er en soppart som kommer fra slekten brunkjuker 

og som hovedsakelig parasitterer på bjørk i bjørkeskoger i Skandinavia, Øst- Europa, 

Russland, Korea og i de nordlige delene av Nord-Amerika. I tradisjonell russisk og 

østeuropeisk folkemedisin har chaga vært brukt mot en rekke lidelser, som magesmerter, 

dårlig fordøyelse, tarmbetennelser, samt mot kreft. Tidligere studier har vist at polysakkarider 

og melanin isolert fra I. obliquus kan ha immunmodulerende, antioksiderende og antitumor 

aktivitet, men sammenheng mellom struktur og aktivitet er lite kjent. Oppgavens mål er 

opprensing og separasjon av polysakkarider og melanin, isolert fra I. obliquus. 

Immunmodulerende aktivitet av isolerte polysakkaridfraksjoner og antioksidant aktivitet av 

melaninfraksjon og etanolekstrakt skal bestemmes. 

Metoder: Pulverisert indre lag av I. obliquus ble ekstrahert med etanol ved bruk av soxhlet. 

Residue etter ekstraksjonen ble videre ekstrahert med kokende vann. Vannekstraktet ble 

presipitert med etanol og behandlet med saltsyre for å separere polysakkarider fra melanin. 

Polysakkaridanriket ekstrakt ble opprenset videre på en ANX Sepharose 4 Fast Flow 

ionebytterkolonne. Karbohydratsammensetning av polysakkaridfraksjonene ble bestemt ved 

metanolyse, TMS derivatisering og GC, mens melaninfraksjonene ble undersøkt ved NMR. 

Immunmodulerende aktivitet av polysakkaridfraksjonene ble bestemt ved å undersøke 

komplementfikserende effekt, samt evnen til å aktivere dendrittiske celler til NO-frigjøring. 

Antioksidant effekt av etanolekstrakt og melaninfraksjon ble undersøkt ved å se DPPH-

radikalfangende aktivitet. 

Resultater: Soxhletekstraksjon ga et EtOH ekstrakt (EE). Ekstraksjon av residue i vann, og 

videre separasjonsmetoder ga opphav til en melaninanriket fraksjon (BES) og en 

polysakkaridanriket fraksjon (PC). PC viste seg å inneholde kun 17,5 % karbohydrat. Videre 

ble to polysakkaridfraksjoner, NP og SP, isolert ved separasjon av PC ved 

ionebytterkromatografi. Strukturanalyser viste at begge fraksjonene inneholdte en høy andel 

Glc som kan assosieres med β-glukaner man typisk finner i medisinsk sopp. I de biologiske 

testene viste både SP og NP i konsentrasjon 100µg/ml en statistisk signifikant effekt når det 

gjaldt stimulering til NO-frigjøring fra dendrittiske celler, mens NP viste seg å ha mest potent 

komplementfikserende aktivitet. 
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UV- og NMR analyser av EE indikerte tilstedeværelse av terpenoider og styrylpyroner, mens 

NMR-analyser av BES var vanskelig å tolke på grunn av lav løselighet av fraksjonen.  

BES og EE ble undersøkt for DPPH-radikalfangende aktivitet. Grunnet lavt løselighet av BES 

i løsemiddel viste den ingen DPPH - radikalfangende aktivitet, mens EE viste seg å ha en lav 

konsentrasjonsavhengig radikalfangende aktivitet. 

Konklusjon: Isolerte polysakkarider fra vannekstrakt av I. obliquus viste høyt innhold av Glc, 

mest sannsynligvis som β-glukaner, og lovende immunmodulerende aktivitet. En 

melaninfraksjon ble isolert, men det ble ikke vist radikalfangende effekt. Det er ønskelig å 

utføre 15N NMR av melaninfraksjon for videre oppklaring av struktur av melanin.  
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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 

¹H-NMR Proton-NMR 

Ara Arabinose 

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

ekvatorial posisjon ved stolkonformasjon av monosakkaridet 

BES Melaninanriket bunnfall etter syrebehandling 

BP-II Pektinfraksjon isolert fra Biophytum petersianum  

ChC Kromogenisk kompleks 

CTE Vandig råekstrakt fra indre lag av I. obliquus, deproteinert 

DC Dendrittiske celler 

DPPH 1,1-difenyl-2-pikrylhydrazyl 

EE Etanolekstrakt oppnådd ved Soxhlet ekstraksjon av indre lag av I. obliquus 

Fuc Fucose 

FID Flammeionisasjondetektor 

Gal Galaktose 

GalA Galakturonsyre 

GC Gasskromatografi 

Glc Glukose 

GlcA Glukuronsyre 

HIV-1 Humant immunsvikt virus 1 

IC₅₀ Konsentrasjon som gir 50% scavenging av DPPH 

ICH₅₀ Konsentrasjon som gir 50% hemming av hemolyse i 

komplementfikseringstesten 
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INFγ Interferon gamma 

IgG og IgM Antistoff type G og M 

Man Mannose 

MeOH Metanol 

NK-celler Naturlig drepecelle 

NMR Kjernemagnetisk resonans 

NO Nitrogenoksid 

NP Nøytral polysakkaridfraksjon etter ionebytterkromatografi, eluert ut med 

destillert vann som mobilfase 

LPS Lipopolysakkarid 

PC Polysakkaridanriket fraksjon, oppnådd etter etanolpresipitering av CTE 

etterfulgt av syrebehandling 

Rha Rhamnose 

Rpm Runder per minutt 

SEE Supernatant etter etanol-presipitering av CTE 

SP Sur polysakkaridfraksjon etter ionebytterkromatografi, eluert ut med 

økende NaCl gradient som mobilfase 

TLR Toll-likende reseptorer 

TMS Trimetylsilan 

TNF-α Tumornekrosefaktor alfa 

Xyl Xylose 
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1 Innledning 

1.1 Inonotus obliquus 

 

Figur 1. Inonotus obliquus på et bjørketre (Hjelmstad, 2015) 

1.1.1 Taksonomisk klassifisering 

Rike: Fungi 

Divisjon: Basidiomycota 

Klasse: Agaricomycetes 

Orden: Hymenochaetales 

Familie: Hymenochaetaceae 

Slekt: Inonotus 

Art: obliquus 

 (Pilát, 1942) 
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1.1.2 Botanikk og habitat 

I motsetning til grønne planter mangler sopp klorofyll, dette gjør at de ikke kan produsere 

næringsstoffer fra enkle uorganiske stoffer som vann, karbondioksid og nitrater. De må 

derimot utnytte næring fra organiske materialer lagret i døde eller levende vev fra planter og 

dyr. Basert på økologien kan vi dele sopper inn i tre hovedtyper. De som lever på døde 

organiske materialer kalles saprofytisk sopp. De som tar næring fra levende planter eller dyr 

og forårsaker skade på verten blir referert som parasittisk sopp. Til slutt har vi de som lever på 

verten gjennom symbiose for å få tak i livsnærende stoffer uten å skade verten, og kalles 

mutualistisk symbiotisk sopp (Ren, Perera, & Hemar, 2012).  Inonotus obliquus (Pers. ex Fr.) 

Pilát, regnes som en parasittisk sopp siden den infiserer levende trær og forårsaker skade (Lee 

et al., 2008). 

I. obliquus eller chaga er en soppart som kommer fra slekten brunkjuker (Inonotus) og som 

hovedsakelig parasitterer på bjørk (Betula spp.). Det norske navnet på soppen er kreftkjuke. 

Chaga er veldig lett å kjenne igjen på grunn av den svulstlignende formen (figur 1). I 

motsetning til andre sopper er chaga nesten like hard som tre. Den ytre delen av soppen 

(sclerotium) har en meget hard, svart og kraftig oppsprukken utside, noe som kan minne litt 

om brent kull.  Den kullsvarte delen av soppen som danner "kreftsvulster" på bjørkestammer 

er steril. Den svarte fargen på overflaten skyldes pigmentet melanin. Den indre delen av 

soppen (mycelium) er gul til gulbrun, middels hard og med noe granulat-lignende struktur 

(Reid, 1974). 

Chaga vokser i bjørkeskoger i Skandinavia, Øst Europa, Russland, Korea og i de nordlige 

delene av Nord-Amerika (Hjelmstad, 2015). Den vanligste verten som chaga vokser på er 

bjørk: Betula pendula, B. pubescens og B. carpatica. Mindre vanlige vertstre er lønn og or; 

Acer campestre, A. pseudoplatanus; Alnus glutinosa, A. inacana (Lee et al., 2008). 

1.1.3 Tradisjonell bruk 

Chaga har kanskje det største mangfoldet av rapporterte medisinske egenskaper som en enkelt 

sopp kan framvise. I tradisjonell russisk og østeuropeisk folkemedisin har chaga vært brukt 

mot en rekke sykdommer, som magesmerter, dårlig fordøyelse, tarmbetennelser, sår, 

influensa, astma, bronkitt, tuberkulose, kreft og lever- og hjertesykdommer (Lemieszek et al., 

2011). 
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Av skriftlig dokumentasjon finnes det helt tilbake til 1500-tallet opptegnelser som viser at 

chaga har vært brukt i folkemedisinen som te og styrkemiddel. Teen ble blant annet brukt av 

jaktmenn og skogsmenn hvor den skal ha hatt effekt mot sult og trøtthet, og benyttet som en 

forfriskning og for å øke kapasiteten til arbeid. Tilgjengelige data har vist at områder med 

populasjoner som inntok mye chaga i form av te eller avkok, hadde lavere insidens av kreft 

sammenlignet med andre områder i nærheten som ikke drakk chaga (Shashkina M. Ya., 

2006). Studier har vist at ekstrakter av chaga potensielt kan forebygge kreft, ha antivirale 

effekter mot HIV-1 og ha antiinflammatoriske effekter mot ulcerøs kolitt (Choi et al., 2010; 

Shibnev, Garaev, Finogenova, Kalnina, & Nosik, 2015; Song et al., 2008; F. Zhao et al., 

2016). 

Chaga er i sin rå form uspiselig, men den brukes som urtemedisin og den kan lages te av. I 

dag selges chaga i finhakket og pulverisert form i ferdigpakning i Norge. Det anbefales at 

pulverisert chaga kokes opp i minst 15-20 minutter og deretter tilsettes søtningsmiddel som 

for eksempel honning eller sirup. Den skal ha en kaffelignende smak. Et doseringseksempel 

kan være 6 dl vann i en kjele med 5 gram chaga. Deretter siles restene vekk (Hjelmstad, 

2015). 

1.1.4 Tidligere forskning 

Basert på den langvarige bruken av chaga mot kreft har flere russiske forskere (P.A. 

Yakimov, A.A. Shivrina og andre) fra begynnelsen av det 20. århundre utført detaljerte 

analyser av chaga og sammenlignet den med andre polypore sopptyper (Shashkina M. Ya., 

2006). På 50- tallet ble det i Russland introdusert et standardisert produkt kalt Befungin® som 

inneholdt 10 % chaga ekstrakt som ble brukt som forebyggende behandling mot magesår og 

gastritt, samt tilleggsbehandling ved tidlige stadier av kreft og til å redusere bivirkningene av 

medikamentene som ble brukt mot kreft på den tiden (Shashkina M. Ya., 2006). 

I de siste årene har det blitt funnet flere enn 20 ulike bioaktive komponenter i chaga: 

flavonoider (flavoner, flavonoler, antocyaniner og katekoler; inkludert apigenin, naringenin, 

coryne og quercetin), triterpener, fytosteroler, syre-resistente ligniner, cellulose, 

hemicellulose, pteroylglutaminsyre og andre organiske syrer. Chaga inneholder store deler 

(opptil 40 % av tørrvekt) av vannekstraherbare substanser som finnes i det såkalte pigmentet 

eller kromogeniske komplekset (ChC). Dette komplekset kan isoleres ved å behandle vandig 

ekstrakt med syre slik at komplekset felles ut. Det er foreslått at gjenværende forbindelser i 
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løsningen inneholder mineralske salter, hemicellulose og vannløselige ikke-reduserende 

polysakkarider (~5 %). ChC-presipitatet vil inneholde polyfenoliske substanser som 

flavonoider og tanniner. Det høye innholdet av ChC er et viktig karakteristisk trekk for chaga 

sammenlignet med andre polypore sopper der ChC-innholdet vanligvis ligger rundt 0,2-2 % 

(Shashkina M. Ya., 2006). 

Tre vannoppløselige polysakkaridfraksjoner (IOP40, IOP60 og IOP80) ble isolert fra chaga 

sklerotium i en studie utført av Du et al. (2013).  Det ble benyttet en metode med utfelling 

med alkohol som ga utbytte på opptil 35% av karbohydrat. IOP40 bestod av L-fucose (Fuc), 

L-rhamnose (Rha), L-arabinose (Ara), D-galaktose (Gal), D-glukose (Glc), D-xylose (Xyl), 

D-mannose (Man), D-galakturonsyre (GalA) og D-glukuronsyre (GlcA) i mol forholdet 5.1: 

6.8: 6.5: 22.5: 62.2: 14.9: 15.2: 7.1: 15.1.  Både IOP60 og IOP80 bestod av L-Rha, L-Ara, D-

Gal, D-Glc, D-Xyl, D-Man, D-GalA og D-GlcA, med mol forholdet 5.5: 3.2: 7.1: 18.1: 12.9: 

4.5: 2.5: 2.6 og 5.0:3.4:3.9:14.2:11.4:4.4:1.8:1.3, henholdsvis. De antioksiderende 

egenskapene til polysakkaridfraksjonene ble undersøkt in vitro ved å se på total evne til å 

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

hydrogenoksid. Resultatene av studien viste konsentrasjonsavhengig antioksidant aktivitet av 

alle polysakkaridfraksjonene (Du, Mu, Zhou, Zhang, & Zhu, 2013). 

En annen in vitro studie har også vist god antioksiderende aktivitet, antitumor egenskaper 

samt lovende antimikrobielle egenskaper av både vann- og etanolekstrakt fra chaga 

(Glamoclija et al., 2015). 

Det er videre verdt å nevne to studier hvor polysakkaridfraksjonene ISP2a (Fan, Ding, Ai, & 

Deng, 2012) og IP3a (Chen, Huang, Cui, & Liu, 2015) ble isolert fra chaga. Fraksjonene 

ISP2a og IP3a bestod hovedsakelig av vannløselige og nøytrale polysakkarider. ISP2a bestod 

av Rha, Man og Glc i mol forhold 1.0:2.3:1.7. IP3a bestod av Rha, Ara, Glc og Gal i mol 

forhold 2.5:4.6:1.0:2.6. Disse ble undersøkt i in vitro og in vivo studier med hensyn på 

immunmodulering og antitumor effekt. Ingen av disse polysakkaridfraksjonene viste 

signifikant antitumor effekt i in vitro studier, men ble vist å hemme veksten av kreftceller på 

tumorbærende mus. Resultatene viste at de kunne ha en indirekte rolle på hemming av vekst 

av kreftceller ved å forsterke immunresponsen, og i tillegg promotere cytokinsekresjon og 

fagocytose fra makrofager i mus. 
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I en av de nyeste studiene utført av Wold et al. (2018) ble det isolert sure og nøytrale 

polysakkaridfraksjoner fra vannekstrakt, samt alkaliekstrakter fra både indre og ytre lag av I. 

obliquus. I motsetning til tidligere studier, ble det ikke funnet store mengder av rhamnose og 

arabinose i denne studien. De nøytrale polysakkaridfraksjonene viste seg å bestå av en (β-

(1,3)-D-Glcp) hovedkjede med en (β-(1,6)-D-Glcp) enhet for hver femte (1,3)-D-Glcp) enhet i 

hovedkjeden. Det ble videre funnet forgreninger med (β-(1,6)-D-Glcp) enheter og (α-(1,6)-D-

Gal) enheter med 3-O-metylering. Mannose og xylose var også tilstede i betydelige mengder. 

De sure fraksjonene hadde høye nivåer av GalA, samt høyere innhold av Rha sammenlignet 

med de nøytrale fraksjonene, mens Ara, Fuc og GlcA var tilstede i mindre mengder i alle 

fraksjoner. 3-O-metyl-Gal ble funnet i varierende mengder i alle fraksjoner. Flere av 

polysakkaridfraksjonene viste lovende immunmodulerende aktivitet med hensyn på 

stimulering til NO produksjon fra dendrittiske celler og makrofager fra mus, en synergistisk 

effekt med IFN-γ. Den nøytrale polysakkaridfraksjonen IOE-WN viste mest potent effekt i 

analysen, med en økning av NO-produksjon ved 10 μg/ml (Wold et al., 2018). 

1.2 Polysakkarider 

Karbohydrater er samlebetegnelsen på monosakkarider, oligosakkarider, polysakkarider og 

derivater av disse. Oligosakkarider består av 2-10 monosakkaridenheter, mens polysakkarider 

består av minst 10 monomerenheter som er bundet sammen med glykosidbindinger 

(Izydorczyk, 2005). 

Polysakkaridene kalles også glykaner og deles vanligvis inn i to hovedklasser, 

homopolysakkarider og heteropolysakkarider. Homopolysakkaridene består av kun en type 

monosakkaridenheter, for eksempel amylose og cellulose, som er bygget opp av 

glukosemonomere. Heteropolysakkaridene består av to eller flere typer monosakkarider 

bundet sammen i ulike forhold, for eksempel alginater og pektiner. Polysakkaridene i begge 

disse klassene kan ha forskjellige sekvenser av glykosidbindinger, da glykosidbindingene kan 

være i enten α- eller β-konfigurasjon og være bundet sammen ved ulike posisjoner (figur 2).  
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Figur 2. Ulike strukturer av Glc-monomerer bundet sammen i α- og β- konfigurasjoner 

Polysakkaridene kan være lineære eller ha ulik grad av forgreininger og være substituerte med 

ulike organiske grupper som for eksempel metyl-, sulfat- og acetyl-grupper. På denne måten 

kan polysakkarider være nøytrale eller sure. Polysakkarider som inneholder sukkerenheter 

med syre-grupper i strukturen vil ha negativ ladning, og disse blir derfor kalt anioniske 

polysakkarider. Det finnes kun én type kationisk polysakkarid, og det er kitosan som er 

modifisert fra det naturlig forekommende polysakkaridet kitin. Polysakkaridene er anerkjent 

for å ha en rekke biologiske funksjoner. De er blant annet viktige strukturelle komponenter, 

der de forsterker, støtter opp og stabiliserer plantecelleveggen (Izydorczyk, 2005). 

1.2.1 Polysakkarider i sopp 

Sopp har lenge vært sett på som en viktig kilde til næringsstoffer på grunn av innholdet av 

kostfiber, mineraler og vitaminer, og har blitt konsumert over hele verden i flere århundrer. I 

de siste årene har det vært et økt fokus på forskning innen helsefremmende effekter av sopp 

på mennesker. Tabell 1 viser de mest kjente soppartene brukt i tradisjonell medisin. 
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Tabell 1. Noen sopptyper brukt i tradisjonell medisin 

 

Den medisinske bruken av sopp har vært assosiert med bioaktive komponenter som 

produseres i sopp, og en av de mest potente komponentene er polysakkarider. 

Polysakkaridene som finnes i sopp er kitin, hemicellulose, α- og β-glukaner, mannaner, 

xylaner og galaktaner. Disse kan potensielt ha en rekke helsefremmende effekter som 

immunmodulerende, kreftforebyggende, antiinflammatorisk, antioksiderende, samt virke 

kolesterolsenkende (Ren et al., 2012). 

Polysakkaridene finnes hovedsakelig i celleveggen til soppen, der de kan foreligge i bundet 

form til proteiner og peptider. Soppcelleveggen er et fysisk stivt lag som har som 

hovedfunksjon å beskytte soppcellen fra patogener og andre miljøfaktorer, samt mediere 

celle-interaksjon og danne cellens form (Fontaine et al., 2000). 

1.2.2 β-glukaner 

β-glukaner er en gruppe heterogene polysakkarider som er en viktig celleveggkomponent i 

sopp, gjær, bakterier og korn. Avhengig av hvor de kommer fra, finnes det store strukturelle 

variasjoner i β-glukaner, noe som også vil påvirke deres fysiologiske egenskaper (figur 3). β-

glukaner fra sopp og gjær er satt sammen av en hovedkjede med β-(1,3)-koblede D-

glukopyranosylenheter (β-(1,3)-D-Glcp) med forgreininger av β-(1,6)-D-Glcp. β-glukaner fra 

korn derimot består av lineære β-(1,3)/ (1,4)- D-Glcp enheter.  β-glukaner varierer også i 

vannløselighet, molekylvekt, tredimensjonal struktur, ladning av polymer og konformasjonen 

i løsning (trippel/enkel heliks, eller random coil). Alle disse faktorene kan påvirke den 

immunmodulerende effekten av β-glukaner (Volman, Ramakers, & Plat, 2008). 
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Figur 3. Oversikt over forskjellige β-glukan-strukturer isolert fra ulike kilder. 

De immunmodulerende effektene av sopp relateres vanligvis til β-(1,3)/ (1,6)-bundede-

glukaner. En mulig mekanisme for deres virkning er via binding til β-glukan-spesifikke 

reseptorer (dektin-1, lektin-reseptorer og toll-like (TLR) reseptorene TLR-2 og TLR-6, og 

CR3) på medfødte immunceller, slik som monocytter eller makrofager, noe som fører til 

påfølgende aktivering av adaptiv immunitet (Akramiene, Kondrotas, Didziapetriene, & 

Kevelaitis, 2007). 

I motsetning til β-glukaner fra havre og bygg som er β-(1,3)/ (1,4)-bundede-D-glukaner og 

som senker kolesterol og blodsukker, viser mange β-glukaner fra sopp antitumor aktivitet 

(Wasser, 2002). 

Lentinan er et eksempel på β-glukan som viser effektiv antitumor og immunstimulerende 

aktivitet. Lentinan er isolert fra den medisinske soppen shiitake (Lentinus edodes). Dens 

primære struktur har fem β- (1,3)-Glc enheter i en lineær kjede og to β-(1,6)-Glc enheter som 

forgreinede sidekjeder (figur 4). Lentinan brukes i dag i Japan som tilleggsbehandling hos 

pasienter med tarmkreft ved siden av den primære medisinske behandlingen. Studier viser at 

bruk av lentinan ved siden av kjemoterapi gir signifikant forlenget overlevelse hos pasienter 

med komplisert tarmkreft sammenlignet med kjemoterapi-behandling alene (Ina, Kataoka, & 

Ando, 2013). 
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Figur 4. Struktur av lentinan 

1.3 Melanin 

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

polymerisering av fenoliske og indoliske forbindelser. Melanin produseres i mange spiselige 

sopper, hovedsakelig i celleveggen. På grunn av gode antioksiderende egenskaper, er det 

antatt at melanin kan beskytte sopp under miljøbelastningsforhold som UV-stråling (de Cassia 

& Pombeiro-Sponchiado, 2005). 

Det høymolekylære fenoliske pigmentet syntetisert i chaga ble kategorisert til å være melanin 

basert på dens fysikalsk-kjemiske egenskaper. Melanin i chaga inneholder kopper, 

pyrokatekol og tyrosin som kan stimulere melanogenesen. Det finnes flere typer av melanin 

naturlig og det er funnet strukturelle forskjeller på melanin isolert fra vill type chaga og 

kultivert chaga (Zhong, Ren, Lu, Yang, & Sun, 2009). 

Melanin fra chaga er vist å ha sterk antioksidant og genbeskyttende effekt, og egenskapene til 

melanin fra chaga kan bli brukt til utvikling av kreftforebyggende preparater (Babitskaia, 

Shcherba, & Ikonnikova, 2000). 

Melanin er uløselig i et bredt pH-område og i mange forskjellige løsemidler. Dette kan være 

problematisk ved isolering og separasjon av melanin fra andre tilstedeværende stoffer. En 

metode som har vist seg å være effektiv for å separere melanin fra en vandig løsning er 

koagulering av melanin ved lave pH områder (Babitskaia et al., 2000). 
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1.4 Immunologi 

1.4.1 Immunsystemet 

Menneskets immunforsvar mot et patogen består av det medfødte og det ervervede 

immunforsvar. Det medfødte immunforsvaret aktiveres hurtig og stopper de aller fleste 

infeksjoner i et tidlig stadium. Dette forsvaret er uspesifikt ved at det virker mot flere typer 

virus og bakterier, men er til gjengjeld bare aktivt over et relativt kort tidsrom og kan dessuten 

overlistes av enkelte patogen. Det adaptive immunforsvaret aktiveres senere i infeksjonen og 

virker spesifikt mot den aktuelle mikroben, men er mer effektivt og har en langvarig 

beskyttende effekt fordi det har hukommelse. Det medfødte immunforsvar består av 

komplementsystemet, makrofager, dendrittiske celler, samt såkalte «naturlige drepeceller» 

(natural killer – NK) og nøytrale, basofile og eosinofile granulocytter. Hovedaktørene i det 

ervervede immunforsvaret er B-lymfocytter og T- lymfocytter. B- cellene gir opphav til 

antistoffer, mens T-cellene dreper virusinfiserte celler og stimulerer makrofagene til å drepe 

bakterier (Parham & Janeway, 2015). 

Vi mennesker er forholdsvis motstandsdyktige mot patogene fremmedlegemer under normale 

omstendigheter. Det skyldes at det medfødte immunsystemet stopper en infeksjon i en tidlig 

fase. Når vi likevel blir angrepet av et patogen kan det ofte forklares med arv og miljø. Det vil 

alltid være en genetisk variasjon i en populasjon, men også en rekke miljøfaktorer vil være av 

betydning. Immunforsvaret kan svekkes av dårlig kosthold, dårlig hygiene og andre ugunstige 

levebetingelser, samt at noen patogen har den egenskapen at de klarer å unngå eller hemme 

vertens forsvarsmekanismer. Følgelig vil mottakelighet og bekjempelse av et patogen være 

svært varierende blant individer i en populasjon. Det er vertens immunstatus som avgjør om 

den blir syk etter å ha blitt eksponert for en infeksiøs mikroorganisme (Parham & Janeway, 

2015). 

1.4.2 Komplementsystemet  

Komplementsystemet inngår både i det medfødte og det ervervede immunforsvar. 

Komplementsystemet består av over 30 proteiner som spiller en sentral rolle i forsvaret mot 

patogene mikroorganismer. Noen av proteinene er løst i blod og lymfe, mens andre er 

fastbundet i cellemembranen. Proteinene jobber etter et kaskadesystem, der et aktivert protein 
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aktiverer neste i kjeden. Hovedkomponentene i kaskaden betegnes C1-C9. Det er tre ulike 

aktiveringsveier som kan aktivere komplementkaskaden som er kjent. Disse er klassisk 

aktiveringsvei, alternativ aktiveringsvei og mannanbindende lektin-aktiveringsvei (figur 5). I 

den klassiske veien blir komplementsystemet aktivert ved binding av antigen/antistoff 

kompleks til komplementfaktor C1q på overflaten av patogenet. MB-lektin-veien er utløst av 

mannan-bindende lektin, en substans fra serumet som binder til mannose på enkelte 

innkapslede bakterier. Til slutt har vi den alternative veien som er utløst direkte på overflaten 

av patogener via komplement-faktor C3. MB-lektin og den alternative vei er 

immunkompleksuavhengige og er en del av førstelinje-forsvaret. Alle tre veier fører til 

inflammasjon, rekruttering av fagocytter (C3a, C5a), binding til fagocytter som videre gir 

direkte drap av patogener samt angrep på cellemembran og lyse av bestemte patogener og 

celler (C5b-9) (Parham & Janeway, 2015). 

Figur 5. Oversikt over komplementsystemet med tre ulike veier til aktivering (Alberts, Bray, Watson, & Lewis, 

2007) 
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β-glukanet lentinan har for eksempel vist seg å aktivere komplementsystemet enten ved hjelp 

av den klassiske eller alternative signalveien ved å binde seg til komplementreseptorene CR1 

og CR3, samt dektin-1. Lentinan benyttet sammen med de såkalte mAbs (monoklonale 

antistoffer) har vist synergistisk effekt i immunterapi i tillegg til stimulering av produksjonen 

av både T-dreperceller og NK-celler (Ina et al., 2013). 

En studie har vist at melanin fra sopp (Cryptococcus neoformans og Aspergillus niger) kunne 

aktivere det alternative komplement-kaskadeveien, der det er foreslått at mekanismen 

induserer en inflammatorisk respons (Rosas, MacGill, Nosanchuk, Kozel, & Casadevall, 

2002). 

1.4.3 Dendrittiske celler 

Dendrittiske celler stammer fra hemopoietiske stamceller i benmargen. Forløpere til 

dendrittiske celler blir frigjort fra benmargen og følger med blodsirkulasjonen til ulike vev og 

organer, hvor de slår seg ned og differensierer til umodne dendrittiske celler. På overflaten til 

disse umodne dendrittiske cellene sitter det reseptorer som kan gjenkjenne ulike molekyler 

som er typisk for patogener. Når patogent materiale er tatt opp og prosessert, vil cellen bli 

aktivert til modnet dendrittisk celle og migrere til lymfeknuter, hvor den fungerer som 

antigenpresenterende celle og er en potent aktivator av T-celler, og virker også inn på B-celler 

og deres antistoffsekresjon. I tillegg vil de utskille cytokiner som blant annet aktiverer NK-

celler (Banchereau & Steinman, 1998). 

Det ble utført en studie av Chan (2007) for å se om polysakkarider hadde effekt på 

differensiering av DC, og deres effekt på T-celler. β-glukaner fra soppen Ganoderma lucidum 

(reishi) ble sammenlignet mot korn β-glukaner fra bygg. Det ble ikke presisert hvilke 

strukturelle deler av polysakkaridene som kunne ha immunmodulerende aktivitet, men det ble 

foreslått at β-(1,6)-forgreninger var viktig for gjenkjennelse av DC etterfulgt av DC-modning. 

β-glukaner fra bygg hadde ingen effekt på humane DC, men polysakkaridene fra G. lucidum 

som inneholdt β-(1,3)/(1,6)-Glc viste å påvirke human DC-modning (Chan, Law, Lin, Lau, & 

Chan, 2007). 

En annen studie utført av Wold (2018) foreslår det samme, at det virker sannsynlig at β-

(1,3)/(1,6)-Glc delen i polymeren er viktig for bioaktivitet, men andre faktorer som 
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tredimensjonal struktur kan være like viktig for den immunmodulerende effekten (Wold et al., 

2018). 

1.5 Antioksiderende aktivitet 

Det finnes ulike definisjoner på hva en antioksidant er, og definisjonen vil være avhengig av 

innfallsvinkelen. Essensen er at antioksidanter er substanser som kan motvirke de potensielt 

skadelige effektene av oksidasjon. I et biologisk perspektiv kan derfor uttrykket dekke både 

kjemiske forbindelser og fysiologiske prosesser som begrenser, motvirker eller reparerer 

oksidativ skade. Antioksidantforsvarets viktigste oppgave er å begrense oksidativ skade 

forårsaket av frie radikaler. Frie radikaler er atomer eller molekylforbindelser som har ett 

elektron ekstra eller mangler et elektron. Denne egenskapen gjør denne gruppen forbindelser 

ekstremt reaktive. Antioksidantforsvaret begrenser omfanget av oksidativ skade ved å hindre 

dannelse av frie radikaler, fjerne frie radikaler før de forårsaker skade, reparere oksidativ 

skade som har oppstått og fjerne biologiske komponenter som er skadet (Karlsen, 2010). 

Det er rapportert at antioksidanter kan utøve effekter mot kreft, aterosklerose, 

kardiovaskulære sykdommer, neurodegenerative sykdommer, reumatoid artritt, diabetes og 

for å bremse av aldersutviklingen (Valko et al., 2007). 

Det er tidligere blitt vist at sopp kan inneholde fenoliske forbindelser med antioksidant effekt 

(Rice-Evans, Miller, & Paganga, 1997). 
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2 Mål med oppgaven 

Hensikten med denne oppgaven var å rense opp polysakkarider fra Inonotus obliquus, samt 

bestemme immunmodulerende aktivitet av isolerte polysakkarider. Videre var det ønskelig å 

isolere melanin, og se på struktur av denne, samt undersøke antioksiderende egenskaper av 

melanin. Soppmaterialet er høstet ved Brønnøya i Asker kommune, og tørket ved 

Farmasøytisk Institutt, Universitetet i Oslo. 

Målet med oppgaven var følgende: 

- Å isolere og separere polysakkarider og melanin fra vandig råekstrakt av Inonotus 

obliquus. 

- Å undersøke strukturen av melanin ved NMR. 

- Å undersøke biologisk aktivitet av isolerte polysakkaridfraksjoner med fokus på 

immunmodulerende effekt. 

- Å undersøke antioksiderende aktivitet av melanin. 
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3 Metoder og Materiale 

3.1 Generelle metoder 

3.1.1 Pulverisering av råmateriale 

Indre lag av I. obliquus ble finmalt i blender i 5 min på høyeste nivå. I. obliquus ble høstet av 

Christian W. Wold ved Brønnøya i Asker kommune april 2017, og identifisert av professor 

Klaus Høiland, IBV, UiO.  

Blender: RAW PRO X1500 

3.1.2 Vannkvalitet 

Det ble benyttet destillert vann i alle metoder. 

Destillasjonnssystem: Elix 10 med Progard® NP2 (Millipore) 

3.1.3 Innveiing 

Stoffer ble veid inn på enten overskålsvekt eller analysevekt. 

Overskålsvekt: OHAUS® PORTABLE Advanced, Model No. CT1200V 

Analysevekt: Sartorius TE3135, Sartorius ED2245 Extend 

3.1.4 Sentrifugering 

Følgende sentrifuger ble benyttet for enten å separere væsker med ulik tetthet eller for å 

evakuere luft fra væske i mikrotiterplater før absorbansmåling: 

- Multifuge 4 KR Heraeus 

- Centrifuge 5810 Eppendorf 

- Labnet Spectrafuge Mini 
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3.1.5 Tørking av karbohydrat-materiale 

Materiale til tørking ble overført til et supelcorør som ble dekket med perforert parafilm, og 

ble satt inn i en vakuumeksikator. Fuktigheten ble absorbert av P₂O₅. 

Utstyr: Supelcorør 

Vakuumpumpe: Ilmvac 

Absorpsjonsmateriale: P₂O₅ 

3.1.6 Filtrering 

Filtrering ble benyttet for å fjerne partikler og forurensinger fra løsninger. 

Filterpapir: Whatman® filterpapir N°1 

Membranfilter: 6 µm (Millex-HA) 

3.1.7 Blanding av løsninger 

Løsninger ble blandet ved hjelp av enten whirlmixer eller magnet med magnetrører. 

Magnetrører: RCT Basic (IKA) 

Whirlmixer: MS2 Minishaker (IKA), VWR® lab dancer S040, Heidolph REAX top 

3.1.8 Volumreduksjon 

Det var ofte ønskelig å fjerne alt eller deler av løsemiddelet. Årsaker til dette var ønske om 

oppkonsentrering, tørking eller fjerning av lett flyktige stoffer som toluen. Dette ble gjort på 

flere måter, enten ved hjelp av rotavapor med vannbad under trykk ved 40°C (IKA®HB10 

Basic (VWR)), avblåsning med nitrogen på varmemantel (se metode 2.1.9) eller ved hjelp av 

frysetørker (se metode 2.1.13). Flere av disse metodene ble benyttet i kombinasjon, 

eksempelvis volumreduksjon ved bruk av rotavapor før frysetørking. 

3.1.9 Tørking med N₂-gass 

Prøvene ble tørket under N₂-gass ved 37°C og maks 2 PSI i trykk. 
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Utstyr: Pierce Reacti-Therm III TM, heating module N-18840 

3.1.10 Degassing av løsninger 

Oppløst luft i løsninger ble fjernet med en av følgende metoder: 

For større væskemengder: 

- Gjennombobling med helium i ca. 15 minutter 

- Vakuum ved hjelp av vannstrålepumpe 

For mindre væskemengder: 

- Ultralydbad i ca 3. minutter 

3.1.11  pH-målinger 

pH-meter: Mettler Toledo AG SevenEasy pH med kalibreringsløsninger 

Før hver måling ble pH-metret først kalibrert med buffer pH 4, pH 7 eller pH 9. 

3.1.12  Absorbansmåling 

Instrumenter benyttet til absorbansmålinger: 

- BIORAD iMark™ 3770 model  

- ThermoFisher Scientific Model: Nicolet iS5  

- Biochrom Libra S32 PC 

3.1.13  Frysetørking 

Vann kan fjernes på en skånsom måte fra frosne prøver ved hjelp av sublimasjon. Dette skjer 

under lavt trykk. Prøveløsning må fryses på forhånd i metanolbad på -40°C. 

Utstyr: 

- Metanolbad: Hetofrig (Heto Birkerød) 
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- Dramsglass, parafilm og kanyle 

- Rundkolbe 

- Overganger med glassull 

Frysetørker: Alpha 1-4 LD plus (CHRIST) med pumpe fra Edwards model RV5 

Prosedyre: 

1. Prøvematerialet ble frosset ned under rotasjon i metanolbadet. Rotasjon økte 

løsningenes overflate og dermed rask avkjøling. 

2. Prøver i rundkolber ble festet utenpå frysetørker, mens prøver i dramsglass ble dekket 

med perforert parafilm og satt inn i frysetørkeren. 

3. Tørketid varierer mellom 24-48 timer. 

3.1.14 Dialyse 

Prinsipp: 

Dialyseslangene består av en semipermeabel membran, med en gitt «cut off» verdi. I denne 

forbindelse vil det si at alle molekyler over denne verdien forblir inne i slangen, mens 

molekylene med en lavere molekylvekt vil diffundere ut av slangen i en hastighet som er 

avhengig av den osmotiske gradienten. Dette gjør det nødvendig å skifte vann ofte dersom det 

er mye lavmolekylære stoffer i vannet. Tørre, nye slanger kan inneholde cellulose, løselige 

karbohydrater og glyserol. Slangene blir derfor vasket grundig før bruk. 

Reagenser: 

- Destillert vann 

- 2% NaOH (aq.) 

- 0,05% NaN₃ (aq.) 

- Toluen 

Utstyr: 
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- Kokeplate: Wilfa CP-1 

- Stålkjele 

- Store begerglass 

- Glasstaver 

- Dialyseslanger: Spectra/Por® MWCO: 3500 (Spectrum Laboratories, Inc) 

- Plastbøtte 

- Dialyseklemmer 

- Magnet og magnetrører 

- Boks for oppbevaring 

Prosedyre 

A) Vasking av dialyseslanger 

1. Slangene ble lagt i kokende 2 % NaOH (aq.) i 10 minutter. 

2. Slangene ble deretter avkjølt under springvann, og skylt innvendig og utvendig 

med springvann og deretter med destillert vann. 

3. Slangene ble kokt på nytt i destillert vann i 10 minutter. 

4. Slangene ble avkjølt og skylt innvendig og utvendig med destillert vann. 

5. Frem til bruk ble slangene oppbevart i en boks i 0,05% NaN₃ (aq.) i kjøleskap, 

for å forhindre bakterievekst. 

6. Ved bruk ble NaN₃ fjernet ved å skylle slangene med destillert vann. 

B) Dialyse 

1. Slangene overføres til et stort begerglass fylt med destillert vann. 
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2. Det ble laget knute i en ende av slangen og deretter lukket med en 

dialyseklemme. For å sjekke at slangen var helt tett ble det helt oppi litt 

destillert vann. 

3. Slangene ble fylt ca ¾ fulle, avhengig av saltkonsentrasjon. Slangene kan 

sprekke dersom dialyseløsningen inneholder mye salt ettersom vann 

diffunderer inn i slangen. Ved å tilsette noen dråper toluen til hver prøve, 

unngår man mikrobiologisk vekst. Deretter ble luft fjernet og den andre enden 

av slangen ble knytt igjen og en klemme ble satt på. 

4. En dialysebøtte ble fylt med destillert vann og en magnet ble lagt nedi bøtta. 

Tre glasstaver ble lagt i kryss over magneten for å hindre at slangene ikke ble 

ødelagt av magneten under omrøring. Slangene ble lagt over disse glasstavene. 

5. Dialysebøtten med slangene oppi ble satt på kjølerom på magnetrører. 

6. Vannet ble skiftet minst 2 ganger i døgnet. 

3.2 Ekstraksjon av I. obliquus 

3.2.1 Soxhlet ekstraksjon med etanol 

Soxhlet apparaturen er basert på ekstraksjon av fast fase med væske og ble oppfunnet i 1879. 

Teknikken har siden blitt mye brukt til ekstraksjon av naturprodukter fra planter og sopp. 

Soxhlet ekstraksjon er en veletablert metode som gir større utbytte enn andre konvensjonelle 

ekstraksjonsmetoder, men som ikke er egnet for termolabile stoffer (Rostagno & Prado, 

2013). 

Prinsipp: 

Oppsett av et typisk Soxhlet apparatur er vist i figur 6. Soppmaterialet ble plassert i en hylse 

lagd av tykt filterpapir. Hylsen ble satt i et ekstraksjonskammer av glass som lå over en kolbe 

med løsemiddel og under en kondensator. Når løsemidlet kokes, fylles gradvis 

ekstraksjonskammeret med kondensert løsemiddel fra kolben til den når et maksimumsnivå. 

Løsemidlet med de oppløste ekstraherte komponentene blir skylt tilbake til kolben gjennom 

en hevert, til hylsen blir tom for løsemiddel. Denne syklusen gjentas vanligvis hvert 10-15 
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min. Komponentene som ønskes ekstrahert fra soppmaterialet må ha en lavere flyktighet enn 

løsemidlet slik at den videre ekstraksjon foregår med rent løsemiddel. På denne måten blir de 

oppløste komponentene liggende igjen i kolben, mens rent løsemiddel blir fordampet og 

plantematerialet i hylsen blir på nytt fylt med løsemiddel (Rostagno & Prado, 2013). 

 

Figur 6. Oppsett av et typisk Soxhlet system 

Valg av løsemiddel 

Et egnet løsemiddel velges på bakgrunn av polaritetsprinsippet, at «likt løser likt». Selektive 

ekstraksjoner kan oppnås ved å bruke løsemidler med økende polaritet, og en tilnærmet total 

ekstraksjon kan oppnås ved å bruke alkoholer som løsemiddel som har evnen til å øke 

cellevegg permeabilitet, og dermed gi ekstraksjon av både polare og medium- til lavt polare 

komponenter. Løsemiddel som ble brukt var 96% etanol som løste opp lipider. 

En Soxhlet-ekstraksjon kan ha en varighet opptil 72 timer. Vanligvis brukes 2,5-5 l 

løsemiddel for en bulkekstraksjon. Etter fullført ekstraksjon bør løsemidlet fjernes 

umiddelbart for å unngå tap av ustabile forbindelser i løsning (Sarker & Nahar, 2012). 

Reagens: Etanol 96% 

Utstyr: 
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- Soxhlet ekstraksjonskammer (2 l) 

- Kondensator (kjølerør 250 mm) 

- Varmemantel 

- Rundkolbe (5 l) 

- Papphylse og glassull 

- Diverse: topp for Soxhlet, gummiring, festeklyper. 

Prosedyre: 

1. Oppsats for Soxhletekstraksjon ble satt opp som vist på figur 6. 

2. Kjølevannsslanger ble koblet til kjøleren (inngang nederst, utgang øverst). 

3. 234 g pulverisert soppmateriale ble veid inn i papphylsen og dekket med glassull. 

4. Etanol ble tilsatt (ca. 3 l) i Soxhlet kammeret og i rundkolben. 

5. Kjølevann og varme ble slått på. Temperaturen ble regulert slik at det ble en stabil 

koking. 

6. Ekstraksjon varte i ca 20 timer. 

7. Soppmaterialet ble tørket i varmeskap i 2 døgn. Etanolekstraktet ble dampet til tørrhet 

på rotavapor og undersøkt videre ved NMR analyse, samt for antioksiderende 

egenskaper. 

3.2.2 Ekstraksjon med 100 ˚C vann  

Prinsipp: 

Polysakkarider er vannløselige og ekstraheres derfor godt over i kokende vann. 

Reagens: Vann  

Utstyr: Kjele  
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Kokeplate: Kika labortechnick RCT basic  

Sentrifuge: Heraeus Multifuge 4 KR  

Filterpapir: Whatman® filter N°1 

Prosedyre: 

1. Residue etter EtOH-ekstraksjon ble kokt i 3 l destillert vann i 1 time.  

2. Ekstraktet ble sentrifugert ved 4400 rpm i 15 minutter. 

3. Supernatanten ble fjernet og bunnfallet ble kokt på nytt i 3 l destillert vann i 1 time. 

4. Ekstraktet ble på nytt sentrifugert ved 4400 rpm i 15 min. 

5. Supernatanten ble fjernet og bunnfallet ble kokt på nytt i 1,5 l destillert vann i 1 time. 

6. Ekstraktet ble på nytt sentrifugert ved 4400 rpm i 15 min og supernatantene ble slått 

sammen til ett vannekstrakt. 

7. Vannkstraktet ble filtrert og så inndampet på rotavapor. 

3.2.3 Degradering av proteiner 

Proteiner som uønskede molekyler i analyse ble nedbrutt via det proteolytiske enzymet 

pankreatin. 

Reagens: Pankreatin 

Prosedyre: 

1. 2 mg pankreatin ble tilsatt vannekstraktet løst i destillert vann (2 mg vil spalte omtrent 

25 g proteiner, som utgjør 10 % av sopp som oppgaven startet med). 

2. Ekstraktet ble satt i varmeskap i 3 timer på 37°C. 

3. Ekstraktet ble omrørt hvert 30. min.  
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4. Ekstraktet ble dialysert i 2 døgn, så dampet inn til et mindre volum på rotavapor før 

frysetørking. Herved ble oppnådd 14,2g vandig råekstrakt som ble kalt CTE. 

3.3 Opprensing av polysakkarider og melanin 

Polysakkaridene renses opp ved hjelp av etanol-presipitering, samt behandling med saltsyre 

for å separere fra melanin, etterfulgt av ionebytterkromatografi (rekkefølge basert på tidligere 

forsøk utført av masterstudent Julia Nguyen Huynh).  

3.3.1 Presipitering med etanol 

Prinsipp: 

Polysakkarider er vannløselige forbindelser. Ved etanolpresipitering vil disse felle ut i etanol 

og dermed kan polysakkarider skilles fra andre komponenter i sopp som er uløselige i vann.  

Reagenser: 

- 96% etanol 

- Destillert vann 

Utstyr: 

- Erlenmeyerkolbe 

- Sentrifuge: Heraeus Multifuge 4 KR  

Prosedyre: 

1. 10 g CTE ble løst i 530 ml vann. 

2. Det ble tilsatt 1590 ml 96% etanol og ekstraktet satt på kjølerom over 48 timer. 

3. Ekstraktet ble sentrifugert ved 4400 rpm i 20 minutter. 

4. Supernatanten ble helt av, oppkonsentrert og frysetørket. Herved ble det oppnådd en 

fraksjon kalt SEE (supernatant etter etanolpresipitering). 
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5. Bunnfallet ble skylt med 96% etanol og sentrifugert ved 4400 rpm i 5 minutter. 

6. Bunnfallet ble skylt med aceton, og lagt i avtrekkskap i 15 minutter før sentrifugering i 

5 minutter. 

7. Bunnfallet ble løst i 400 ml vann og denne løsningen ble videre behandlet med saltsyre 

(Metode 2.3.2). 

3.3.2 Behandling med saltsyre 

Hensikt med denne metoden var å separere melaninkomplekset fra polysakkaridene i 

råekstraktet, og samtidig forsøke å bevare de bioaktive polysakkaridene i I. obliquus. 

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

fargede melaninkomplekset som kan bli separert fra den vandige løsningen ved sentrifugering 

(Kukulianskaia, Kurchenko, Kurchenko, & Babitskaia, 2002; Mazurkiewicz, 2006). 

Reagenser: 

- 6M HCl 

- NaOH, 1,5M eller høyere 

Utstyr: 

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

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

- Begerglass 

- Pipette 

- Glasstav 

Prosedyre: 

1. Bunnfallet oppnådd ved etanol-presipitering (metode 2.3.1) ble løst i 400 ml destillert 

vann. 

2. Det ble tilsatt 6M HCl til pH 1,5. 
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3. Løsningen ble sentrifugert i 5 min ved 4400 rpm. 

4. Supernatant ble overført til et nytt begerglass og så nøytralisert med NaOH til pH 7. 

5. Løsningen ble dialysert i 2 døgn og dampet inn på rotavapor. Den ble deretter satt til 

frysetørking, før utbytte ble bestemt. Fraksjonen ble kalt PC (polysakkarider chaga). 

6. Bunnfallet ble løst i 100 ml vann, dampet inn på rotavapor og frysetørket. Fraksjonen 

ble kalt BES (bunnfall etter syrebehandling).  

3.3.3 Ionerbytterkromatografi - ANX Sepharose 4 Fast Flow (high 

sub) 

Prinsipp: 

Ionebytterkromatografi er en kromatografisk metode som benyttes for å separere stoffer som 

er ioniserbare. Stasjonærfase er en ionebytter.  En ionebytter består av en uløselig matriks av 

et polymert materiale eller av silika, med kovalent bundne ioniserbare eller ioniske grupper 

som på grunn av elektrostatisk tiltrekning har knyttet til seg motioner med motsatt ladning. 

Motionene kan byttes reversibelt ut med andre ioner fra prøve og mobil fase. Ionebyttere med 

kationer som motioner kalles kationbyttere mens de med anioner som motioner kalles for 

anionbyttere. Separasjonen av stoffer i en prøve forekommer ved at stoffene har ulike grad av 

affinitet (elektrostatisk tiltrekning) til stasjonærfasens ioniske grupper på grunn av 

ladningsforskjeller (Greibrokk, Lundanes, Rasmussen, & Karlsen, 2005). 

ANX Sepharose 4 Fast Flow (highsub) er en svak anionbytter med dietylaminopropyl gruppe 

(ANX) bundet til sterkt kryssbundet 4% agarose (Sepharose 4 Fast Flow) gjennom kjemiske 

stabile eterbinding.  Dietylaminopropylgruppen er kombinert på en måte som utelukker 

dannelse av kvartære grupper og dermed resulterer i en svak anionbytter med forskjellig 

selektivitet sammenliknet med etablerte svake anionbyttere. Dietylaminopropylgruppen har 

positiv ladning med kloridbundet til seg som motion. Ved å benytte denne anionbytteren, vil 

de nøytrale og positive ladde polysakkaridene elueres ut med vann som elueringsmiddel uten 

forsinkelse. Det vil si å strømme gjennom ionebytterkolonnen uten å bli retardert. De negative 

ladde, eller sure, polysakkaridene vil binde seg med ulike affinitet til ANX og dersom det 

benyttes et elueringsmiddel med økende ionestyrke kan disse elueres ut, separert etter økende 

surhetsgrad (GE-Healthcare, 2004). 
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Utstyr: 

- Pumpe: Spetec (Perimax) 

- Kolonne: XK50, høyde 23 cm, radius 2,5 cm, volum 451 ml 

- Kolonnematriks: ANX Sepharose 4 Fast Flow (high sub) 

- Fraksjonsamler: SuperFrac (Pharmacia) 

- Fraksjonsrør, 10 ml 

- BD PlastipakTM Sprøyte 10 ml PALL® 

- Acro® Syringe Filter med 6 μm Supor® Membrane 

- Begereglass 

- Glasstav 

- Erlenmeyerkolbe 

- Magnetrører 

- Magnet 

- Slanger til pumpen og kolonnen 

Prosedyre: 

A) Pakking av kolonnen 

1. Kolonnematerialet ble oppslemmet og degasset. 

2. Kolonnematerialet ble overført til kolonnen ved å helle langs en glasstav for å 

unngå luftlommer i matriks. 

3. Kolonnematerialet ble vasket med 3 kolonnevolum degasset destillert vann for 

å fjerne rester av 20% etanol som ble brukt som konserveringsmiddel. 

Flowhastighet: 1 ml/min. 
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4. Kolonnen fikk pakket seg over natta. 

B) Applisering av prøve og eluering 

1. 150 mg polysakkaridekstrakt (PC) ble løst opp i 100 ml destillert vann. 

2. Prøveløsning ble først filtrert gjennom et 6 µm filter, og deretter 0,22 µm. 

3. Prøveløsningen ble applisert på ionebytterkolonnen med hastighet på 1 ml/min. 

4. Nøytrale polysakkarider ble eluert ut med 1,5 kolonnevolum (ca 700 ml) 

degasset destillert vann. Eluatet ble samlet i 70 rør med 10 ml i hvert rør. 

Eluering med vann ble avsluttet når fenol- svovelsyretesten (metode 2.4.1) 

viste at det ikke kom mer karbohydrater ut av kolonne. Karbohydratinnhold ble 

bestemt av fenol-svovelsyretesten. Resultatene ble plottet inn i Excel og en 

karbohydratprofil oppnådd. Fraksjoner ble slått sammen etter 

polysakkaridinnhold til nøytral fraksjon (NP). Deretter ble denne fraksjonen 

oppkonsentrert, dialysert, frysetørket og tatt med videre til metanolyse, TMS 

derivatisering og analyse på GC. 

5. Sure (negativt ladde) polysakkarider ble deretter eluert ut med en saltgradient, 

0-1,4 M NaCl, med hastighet på 2ml/min (se figur 7 for forsøksoppsett). 136 

fraksjoner ble samlet opp, med 10 ml eluat i hvert rør. Karbohydratinnhold ble 

bestemt av fenol-svovelsyretesten (metode 2.4.1). Resultatene ble plottet inn i 

Excel og en karbohydratprofil oppnådd. Fraksjoner ble slått sammen etter 

polysakkaridinnhold til sur fraksjon (SP). Deretter ble denne fraksjonen 

oppkonsentrert, dialysert, frysetørket og tatt med videre til metanolyse, TMS 

derivatisering og analyse på GC. 

Beregning av saltgradienten for å lage gradienteluering: 

Mengde av destillert vann i blandekaret ved tiden 0, ble beregnet med følgende formel: 

C/t = (C0 x R)/V0 

C = konsentrasjon til NaCl ved tiden t  

t = tiden til eluering med saltgradient  
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C0 = Startkonsentrasjon til NaCl  

R = flowhastighet fra saltløsning til blandekammeret  

V0 = volum av destillert vann ved tiden 0 

 

Figur 7. Oppsett av gradienteluering. Legg merke til at pumpen fører 2 M NaCl (aq) til blandekaret med 1 

ml/min, og at to slanger med 1 ml/min går fra blandekaret til kolonnen, slik at elueringshastigheten blir 2 

ml/min. 

C) Vasking og regenerering av kolonnen: 

1. Hvis kolonnen hadde en sterk farge på toppen etter eluering ble litt av 

kolonnematerialet fjernet med en skje. 

2. Dersom det var nødvendig å gjenbruke kolonnen så ble den snudd 180ºC. 

3. Kolonnen ble regenerert med 2 kolonnevolum 2 M NaCl for å regenerere 

kolonnen med kloridioner. Det ble sjekket med fenol-svovelsyre test om det 

var polysakkarider i eluatet. 

4. Kolonnen ble eluert med 2 kolonnevolum destillert vann til å fjerne 

overflødige kloridioner. 
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3.4 Kvalitative og kvantitative forsøk 

3.4.1 Fenolsvovelsyretesten 

Når karbohydrater behandles med svovelsyre og fenol, dannes det et oransje-gult kompleks. 

Reaksjonen er svært sensitiv, og fargen er stabil. Svovelsyren vil spalte polysakkaridene til 

monosakkarider (syremediert acetalspalting) og videre til et anhydrosukker. Disse vil 

kondensere med fenol og dermed gi et gulfarget kompleks (figur 8). Den gule fargen vil 

kunne absorbere lys ved 490 nm. Karbohydratinnholdet kan dermed måles spektrofotometrisk 

(Dubois, Gilles, Hamilton, Rebers, & Smith, 1951). 

 

Figur 8. Reaksjonen mellom monosakkarid og svovelsyre som gir et anhydrosukker, og deretter reaksjon med to 

fenol-molekyler til et gulfarget kompleks. 

Resultatet fra testen viser hvilke fraksjoner som skal slås sammen etter separasjon ved 

kromatografi. 

Reagenser: 

- 4% Fenol 

- 95% Svovelsyre 

- Destillert vann 

Utstyr: 

- Glassreagensrør 

- Pipette 40-200 µl 
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- Gilson Microman® piette 100 µ 

- Gilson Micorman® piston og spisser 

- Whirlmixer i avtrekksskap: MS2 Minishaker (IKA) 

- Flatbunnet mikrotiterplater, 96 brønner 

- Mikroplate-absorbans leser: BIO-Rad® modell 3550 

- Verneutstyr: vernebriller og hansker 

Prosedyre: 

1. Det ble overført 100 µl eluat til hvert sitt reagensrør. Det ble testet på annet hvert rør 

fra fraksjonssamleren dvs. rør 2, 4, 6 osv. 

2. Det ble tilsatt 200 µl 4% fenol og deretter 1 ml 95% svovelsyre i hvert rør. 

3. Løsningen ble mikset kort på whirlmixer. 

4. Løsningen ble satt til henstand ved romtemperatur i 30 minutter under avtrekk og 

deretter blandet på nytt. 

5. 100 μl fra hvert rør ble overført til brønner på mikrotiterplate. 

6. Absorbansen ble målt spektrofotometrisk ved 490 nm. 

3.4.2 Påvisning av stivelse 

Prinsipp: 

Stivelse består av amylose (lineære polymere av α-1,4-Glc) og amylopektin (α-1,4-Glc med 

(1,6)-forgrening på hver 24.-30. Glc-enhet). Amylose er ikke løselig i vann, men den lange 

karbohydratkjeden krøller seg sammen til små runde nøster, miceller, som holder seg flytende 

i løsningen og gir blå farge i reaksjon med jod. Ved å sammenligne prøve med en positiv 

kontroll av stivelse og blank prøve kan det visuelt påvises om det finnes stivelse tilstede i 

polysakkaridfraksjonene (Yu, C., & Atalla, 1996). Det ble testet for innhold av stivelse i 

polysakkaridfraksjonene NP, SP og PC. 
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Reagenser: 

- Stivelse 

- Destillert vann 

- Jod – jodkalium reagens (3,3 % jod og 6,7 % kaliumjodid vannløsning) 

Utstyr: 

- Reagensrør 

- Glasspipette 

- Pipette, 100 – 500 µl 

Prosedyre: 

1. En liten mengde av testsubstans ble løst i 200 µl destillert vann. 

2. En liten mengde av stivelse ble løst i 200 µl destillert vann (positiv kontroll). 

3. Blankprøven bestod av 200 µl destillert vann. 

4. Ca. 2 dråper med jod-jodkalium reagens ble tilsatt i hver prøve, og fargen på 

løsningene ble sammenlignet visuelt. 

3.4.3 Bestemmelse av proteininnhold 

Prinsipp: 

Total proteinkonsentrasjon i en prøve ble målt i henhold til Bio-Rad Protein Assay. Prinsippet 

for metoden er basert på tilsetning av fargereagens (Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent 

Concentrate) som bindes til proteiner og gir fargeendring, og dermed vil absorbsjon endres fra 

465 nm til 595 nm. Det ble brukt en mikrotiterplateleser for å måle fargeendring. Resultatet 

av prøvene sammenliknes med en standardkurve som gir relative målinger på konsentrasjon 

av proteiner i prøven (Bradford, 1976). 
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Reagenser: 

- Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate 

- BSA, serum-albumin fra storfe (standard) 

- Destillert vann 

Utstyr: 

- 96-brønners mikrotiterplate, flatbunnet 

- Eppendorfrør 

- Pipette 

- Whatman #1 filter 

- Trakt 

- Mikrotiterplate-absorbansmåler: BIORAD iMark™ 3770 model 

Prosedyre: 

1. Det ble laget løsning med fortynnet fargestoff av 2 ml av Dye Reagent Concentrate og 

8 ml destillert vann (1:4 forhold). Denne løsningen ble filtrert for å fjerne partikler. 

2. Prøveløsning av NP, SP, PC og BES ble laget til 1 mg/ml. 

3. Stamløsning av BSA ble laget til 0,5 mg/ml og videre fortynnet til 0,25 mg/ml, 0,125 

mg/ml, 0,625 mg/ml og 0,05 mg/ml. 

4. Det ble overført 10 µl av hver konsentrasjon av BSA og prøveløsning til 

mikrotiterplate i hver sin brønn. Dette ble utført med 3 paralleller av hver prøve. 

5. Det ble tilsatt 200 µl fortynnet fargestoff til hver brønn. For at det skulle bli blandet 

grundig ble pipetten brukt til å suge løsningen opp og ned for å mikse løsningene i 

brønnen. 

6. Platen ble satt til henstand i romtemperatur i 5 minutter. 
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7. Absorbansen ble målt ved 595 nm. 

3.4.4 Bestemmelse av totalt fenolinnhold 

Denne testen er en kvantitativ test som baserer seg på fargeendring som kommer med 

reduksjon av Folin Ciocalteu-reagens (phosphomolybdate/phosphotungstate-syrekomplekser) 

i reaksjon med fenoliske OH- grupper. Det reduserte FC-reagenset kan detekteres i et 

spektrofotometer i området fra 690-710 nm (Singleton & Rossi, 1965). 

Reagenser: 

- 20 % Na₂CO₃ (buffer) 

- Folin Ciocalteu-reagens (1:2 fortynning i destillert vann) 

- Ferulsyre 

- MeOH 

- Destillert vann 

Utstyr: 

- Mikrotiterplate-abosrbansmåler: BIORAD iMark™ 3770 model 

- 96-brønners mikrotiterplate, flatbunnet 

- Pipette 

- Eppendorfrør 

Prosedyre: 

1. Det ble laget stamløsning av ferulsyre til 0,5 mg/ml (1,5 mg ble løst i 1,5 ml MeOH og 

så fortynnet med 1,5 ml destillert vann). 

2. Det ble laget fortynninger av stamløsningen til standardkurven (tabell 2). 
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Tabell 2. Fortynninger av stamløsning til standardkurven. 

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 laget 20 % Na₂CO₃ (5 g Na₂CO₃ løst i 25 ml destillert vann). 

4. Folin Ciocalteu-reagens ble fortynnet 1:2 i destillert vann (9 ml: 18 ml) 

5. Prøveløsning av NP, SP, PC og BES i konsentrasjon 1 mg/ml i destillert vann ble 

laget. 

6. Det ble tilsatt 100 µl av hver konsentrasjon av standarder i hver sin brønn på 

mikrotiterplaten. Det ble gjort samme med prøveløsninger. Dette ble utført med 2 

paralleller av hver prøve. 

7. Til hver brønn ble det tilsatt 100 µl FC-reagens. 

8. Platen ble satt til henstand i 3 minutter. 

9. Det ble tilsatt 100 µl 20 % Na₂CO₃ til hver brønn og platen satt til henstand i 

romtemperatur i 1 time. 

10. Det ble tilsatt 300 µl destillert vann i 2 brønner som blank-prøve. 

11. Absorbansen ble målt ved 750 nm og avlest. Absorbansverdiene ble justert med 

verdien av blank-prøven. 
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3.5 Monosakkaridbestemmelse 

3.5.1 Metanolyse 

Prinsipp: 

For å bestemme monosakkaridinnholdet i en prøve må innholdet av polysakkarider brytes ned 

til mindre enheter. Tilsetting av sterk syre fører til at glykosidbindinger mellom monomerene 

i polymeren brytes. Når polysakkaridskjeden brytes ned i surt, vannfritt miljø med 

tilstedeværelse av MeOH vil det dannes metylglykosider av de enkelte monosakkaridene. 

OH-gruppene ved C-1 metyleres, og COOH-gruppene i C6-posisjon på uronsyrene vil 

metylforestres (figur 9). Reaksjonen foregår i vannfritt miljø for å forhindre hydrolyse. 

Mannitol ble brukt som intern standard (IS) for å kunne utføre kvantitative beregninger 

(Chambers & Clamp, 1971). 

Figur 9. Metanolyse av surt polysakkarid. Nøytrale sukkere blir metylglykosider og uronsyrer blir metylestere  

Reagenser: 

- Intern standard: Mannitol i vannfri metanol, 1mg/ml 

- 3 M HCl i vannfri methanol 

- Metanol, vannfri 

Utstyr: 

- Pipette 100 µl/ 200 µl 

- Parafilm og kanyle 
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- Eksikator med P₂O₅ 

- Supelcorør med lokk 

- Evaporator med varmemodul og nitrogen (Pierce Reacti-vap III og Reacti-therm III, 

komprimert nitrogen AGA) 

- Varmeskap: Heraus Function Line 

Prosedyre: 

1. 1 mg prøve ble innveid i supelcorør. 

2. Prøvematerialet ble dekket med parafilm samtidig som det ble det laget hull i filmen 

ved hjelp av kanyle. 

3. Prøvematerialet ble tørket under vakuum i vakuumeksikator med P₂O₅ i 24 timer. 

4. Prøvematerialet ble innveid igjen etter tørking. 

5. Intern standard på 100 µl (mannitol i metanol) ble tilsatt ved hjelp av pipette. 

6. Det ble tilsatt 1 ml 3M HCl i vannfri metanol til prøven ved hjelp av pipette. 

7. Prøvene ble satt i varmeskap ved 80 °C i 24 timer. Etter 15 minutter ble korkene 

skrudd godt igjen for å hindre fordampning. 

8. Prøvene ble dampet inn til tørrhet med N₂-gass ved 37 °C. 

9. HCl i vannfri metanol ble vasket vekk ved å tilsette 200 µl vannfri metanol og deretter 

dampet inn til tørrhet under nitrogengass. Dette ble gjentatt 2 ganger. Siste gang stod 

prøven litt ekstra lenge slik at det var helt sikkert at prøven ble helt tørr. 

10. Tørket prøve ble dekket med perforert parafilm og oppbevart i eksikator over natten. 
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3.5.2 TMS (trimetylsilan) – derivatisering 

Prinsipp: 

Hensikten med derivatisering er å lage flyktige termisk stabile derivater av metylglykosidene 

og metylesterene slik at de kan separeres på en gasskromatografikolonne. De frie 

hydroksylgruppene vil reagere med trimetylklorsilan (TMCS) og heksametyldisilazan 

(HMDS), og  det blir dannet flyktige og termisk stabile pertrimetylsilyletere (TMS-derivater) 

som er egnet for GC (Pedersen-Bjergaard & Rasmussen, 2004). Alle substituentene (-OH) får 

–Si(CH3)3 –gruppe (figur 10). 

Figur 10. TMS-derivatisering av metylglykosider og metylestere. TMS reagerer med OH-gruppene i 

monosakkaridene og erstattes med trimetylsilyl-grupper, -Si(CH3)₃. 

Reagenser:  

- TMS - reagens, vannfri (TMCS 1 ml, HMDS 2ml, pyridin (vannfritt) 5 ml) 

Utstyr: 

- Eppendorfrør 

- Pipette 200 µl 

- Whirlmixer: MS2 Minishaker (IKA) 

- Sentrifuge: mini (LABNET) 

Prosedyre: 

1. 100 µl TMS-reagens ble tilsatt metanolysert prøve. 

2. Prøverørene ble virvlet i 1 minutt. 

3. Prøverørene ble satt til henstand i romtemperatur i 1 time, og dereter sentrifugert. 
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4. Supernatanten ble sugd opp og overført til små analyserør. Disse ble tatt med videre til 

analyse på GC. 

3.5.3 Gasskromatografi 

Prinsipp: 

Ved gasskromatografiske analyser må stoffene som analyseres være flyktige og termisk 

stabile ved de temperaturene som benyttes. Injisert prøve vil fordampe umiddelbart i 

injektoren. Deretter blir prøven fraktet av den inerte bæregassen gjennom kolonnen. I 

kolonnen vil stoffene fordele seg mellom bæregassen og den stasjonære fasen. Stasjonærfasen 

er en temperaturstabil ikke flyktig væske som ligger som en tynn film på innsiden av 

kolonnen.  Tiden de forskjellige stoffene bruker gjennom kolonnen blir bestemt av deres 

flyktighet og interaksjoner med stasjonærfasen. Siden stoffenes flyktighet øker med stigende 

temperatur, er temperatur den viktigste parameteren som styrer retensjonen i GC (Greibrokk 

et al., 2005). 

Ved utgangen av kolonnen blir stoffene detektert av en flammeionisasjonsdetektor. 

Detektoren måler strøm fra ladede partikler som oppstår når organiske stoffer brenner i en 

flamme. Retensjonen til molekylene er styrt av stoffenes løselighet i den stasjonære fasen, 

samt av sterisk konfigurasjon. Et monosakkaridmolekyl vil foreligge på forskjellige former 

(åpen kjede, pyranose- eller furanoseform, α- eller β-konfigurasjon) som er i likevekt med 

hverandre. De forskjellige formene retarderes ulikt i kolonnen, og vil dermed i 

kromatogrammet gi et karakteristisk mønster av topper for hver type sukker. Dette 

karakteristiske mønsteret benyttes til identifikasjon av monosakkaridet. Kvantitative 

bestemmelser kan gjøres ut fra topparealene og standardkurver. Intern standard vil korrigere 

for tap under prøveopparbeidelse og variasjoner i injisert prøvemengde (Greibrokk et al., 

2005). 

Reagenser: 

- Metanol 

- Heksan 

- Aceton 



40 

 

Utstyr: 

- Gasskromatograf: Thermo Scientific, Trace 1300 GC 

- Programvare: Chromeleon 

Analysevilkår: 

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

- Bæregass: Helium 

- GC-Kolonne: Restex-Rxi 5MS (Fused silica) kapillærkolonne (30m; 0.32 mmID). 

Filmtykkelse: 0,25 µm. 

- Injektor temperatur: 250 ˚C 

- Detektor temperatur: 300 ˚C 

- Injeksjonsystem: Splitt (ratio 1:10) 

- Injeksjonsvolum: 1,0 µl 

- Flow-modus: Konstant trykk (0.70 bar) 

- Kalibreringsmetode: Internal Standard method, brukt med Monosaccharide Standards 

Prosedyre: 

1. Gassene til GC ble åpnet og Chromeleon ble startet. 

2. 1,0 µl av hver TMS-derivatiserte prøve ble injisert på GC.  

3. Hver analyse tok 45 minutter. Analyseresultatene ble avlest i Chromeleon.  

4. Gassene ble skrudd av etter siste kjøring. 
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3.6  NMR spektroskopi 

Kjernemagnetisk resonans (NMR) er en metode som brukes for å bestemme strukturen til 

ukjente forbindelser. NMR benyttes til å måle energiabsorpsjon av molekyler som er plassert i 

et sterkt magnetfelt. Resultatene fra denne metoden gir informasjon om den strukturelle 

sammensetningen til kjemiske forbindelser. Enkelte grunnstoffer som ¹H og ¹³C har kjerner 

(protoner) som oppfører seg som om de var magneter, ved at de spinner rundt sin egen akse. 

Dersom for eksempel forbindelser med ¹H- eller ¹³C-kjerner settes i et sterkt magnetfelt, 

samtidig som de bestråles av elektromagnetisk stråling, vil kjernene kunne absorbere tilført 

energi. Dette skjer ved en prosess som kalles magnetisk resonans. Uten et eksternt magnetfelt 

vil de magnetiske momentene i kjernen (protonene) ha tilfeldige orienteringer. Ved tilførsel 

av et eksternt, tilstrekkelig kraftig magnetfelt, vil disse magnetiske momentene innrette seg i 

en av to mulige orienteringer med (α- spinntilstand) og mot (β- spinntilstand) retningen til 

instrumentets magnetfelt. Kjernene absorberer energi ved nøyaktig den frekvensen som 

kreves for å gå fra α til β. Når de relakserer vil hver kjerne avgi energi tilsvarende ∆E. Denne 

energien måles og tas opp til å gi et NMR-spekter. Spekteret er detaljert og viser hvilke 

omgivelser molekylet befinner seg i. Dette er en sikker metode for strukturoppklaring. De 

mest anvendte NMR-metodene er ¹H-NMR (proton spektra) og ¹³C-NMR (karbon spektra) 

(Solomons & Fryhle, 2008) . Det ble anvendt ¹H-NMR for strukturoppklaring av fraksjonene 

BES (melaninanriket fraksjon) og EE (etanolekstrakt) (oppnådd ved Soxhlet ekstraksjon). 

Resultatene ble tolket og analysert ved bruk av TopSpin versjon 3.5.  

Reagenser: 

- Deutererte løsemidler (CD₃OD og D₂O) med TMS som intern standard. 

Utstyr: 

- NMR-spektrometer: Avance III 400 Mhz (Bruker, Rheinhessen, Tyskland) 

- NMR-spektrometer: Avance II 600 Mhz (Bruker, Rheinhessen, Tyskland) 

- NMR-rør med lokk (NORELL) 

- Pasteurpipette 

Prosedyre: 
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1. Det ble veid opp 10 mg av hver prøve (BES og EE). 

2. Prøvene ble forsøkt løst i CD₃OD. 

3. En mengde prøveløsning overføres til et NMR-rør, som tilsvarer 4,2 cm høyde på 

røret. 

4. ¹H NMR spektrum ble opptatt (400 Mhz). 

5. Prøven (med uløst materiale) av BES ble inndampet til tørrhet og forsøkt løst i D₂O. 

6. ¹H NMR spektrum ble opptatt (600 MHz). 

NMR-kjøringene ble utført av Professor Karl Egil Malterud ved Avdeling for farmasøytisk 

kjemi, Kjemisk institutt, Universitet i Oslo. 

3.7 UV-spektroskopi 

UV-spektra ble tatt opp i området 260-750 nm i 1 mm kvartskyvetter. Etanol ble brukt som 

løsemiddel. 

Utstyr: 

- UV instrument: Biochrom Libra S32PC (Biochrom, Cambridge, England) 

Prosedyre: 

1. UV-spektrum av den sterkt gule løsningen av etanolekstraktet ble opptatt. 

3.8 Biologisk aktivitet 

3.8.1 Aktivering av dendrittiske celler 

Prinsipp: 

Nitrogenoksid (NO) er en viktig fysiologisk budbringer og signaltransmitter i mange 

biologiske system, spesielt i immunologisk vev. Ved stimulering skiller dendrittiske celler ut 

NO. Nitritt (NO₂⁻) er et stabilt og ikke flyktig nedbrytningsprodukt av NO, og er vist å være 
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en god markør for aktivering av dendrittiske celler. Griess- reagens systemet baserer seg på 

dannelse av NO₂⁻, som danner en farget azo-forbindelse ved reaksjon med sulfanilamid og N- 

(1-naptyl) etylendiamin i surt miljø. Absorbansen ved 540 nm ble målt av den fargede 

løsningen. Fargeintensiteten i prøveløsningene vil korrespondere med mengde NO₂⁻ tilstede 

og kan da beregnes ut ifra en standardkurve med nitritt ved kjente konsentrasjoner (Wallace, 

2005). 

Utstyr: 

- Steril celleskraper 

- Sterile pipetter (1, 5, 10 og 25 ml) 

- Mikropipetter (Rainin™) 

- Sterile mikropipette spisser 

- Sterile sentrifugerør med lokk (Corning® CentriStar™) 50 ml 

- Sterile setrifugerør med lokk (SuperClear®) 15 ml 

- Sterile dyrkningsflasker 

- Celleinkubatorskap 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) med tilhørende 

tellekammer 

- LAF-benk 
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Reagenser: 

- Cellemedium: Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM), med high glucose (4,5 

g/l) og L-glutamin. 

- Til 500 ml medium tilsettes 1 % Na-pyruvat (5 ml), 10 % FBS (ca. 50 ml) og 1 

% streptomycin + penicillin (5 ml) og 500 µl 2-mercaptoetanol 

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

- Griess reagens B: 0,1 % N-(1-naptyl) etylendiamin (NED) løst i destillert vann 

- Tryptan blue stain (Life technologies) 

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

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

- Costimulator: Rekombinant INFγ fra mus (Peprotech) 

- Natriumnitrat (NaNO₂) 100mM 

- Destillert vann 

- Etanol, 70% 

Betingelser: 

- Alt utstyr som ble benyttet i LAF-benken var sterilt og ble spritet med 70 % etanol før 

det ble tatt inn i benken. 

- Cellene ble inkubert i varmeskap ved 37°C med 5 % CO₂ 

Prosedyre: 

A) Splitting av celler 

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

2. Overflødig cellemedium ble fjernet og det ble tilsatt 10 ml nytt cellemedium. 
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3. Cellene ble løsnet fra flasken ved bruk av celleskraper. 

4. Det ble pipettert opp og ned 5 ganger med en 1 ml pipette for å løse opp 

eventuelle celleklumper. 

5. Det ble tilsatt 1 ml cellesuspensjon og 12-15 ml nytt cellemedium til en ny 

flaske for videre dyrkning. Cellene ble splittet 2 ganger per uke. 

6. Resten av cellesuspensjonen ble overført til et sentrifugerør for videre bruk. 

B) Stimulering av DC – Dag 1 

1. Det ble laget en fortynningsrekke av utvalgte prøver på 5 mg/ml, 500 µg/ml og 

50µg/ml. 

2. Dendrittiske celler ble høstet fra cellekultur. For å telle cellene ble 10 µl 

cellesuspensjon blandet med 10 µl tryptanblå i et eppendorfrør. 10 µl av 

blandingen ble overført til et tellekammer og satt inn i celletelleren. Tallet for 

levende celler ble benyttet. 

3. Cellene ble spunnet ned ved 1300 rpm i 5 minutter. 

4. Cellene ble resuspendert i dyrkingsmedium til en konsentrasjon på 500.000 

celler/ml. Det ble pipettert forsiktig opp og ned for å løse opp celleklumpen. 

5. 100 µl cellesuspensjon (tilsvarer 50.000 celler) ble tilsatt hver brønn. En 

flatbunnet mikrotiterplate ble benyttet her. 

6. Det ble tilsatt 2 µl av hver fortynning av prøve til hver sin brønn. Det ble laget 

2 paralleller av hver fortynning. 1 µl av IFNγ (10 U/brønn) ble brukt som co-

stimulator. Det ble benyttet LPS som positiv kontroll, både alene og i 

kombinasjon med IFNγ. Det ble benyttet ren cellesuspensjon som negativ 

kontroll. 

7. Sluttkonsentrasjon av hver enkelt prøve i brønnen ble som følgende: 100 

µg/ml, 10 µg/ml og 1 µg/ml. 

8. Platen ble merket og inkubert i 22-24 timer. 
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C) Måling av mengde frigjort NO fra DC – Dag 2 

1. Det ble laget en standardkurve med fortynninger av 100 mM NaNO2. En 

fortynningsrekke på 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.13 og 1.56 µM NaNO2 ble 

benyttet i forsøket. 

2. Det ble tilsatt 50 µl av hver fortynning i to paralleller til en ny flatbunnet 

mikrotiterplate. Fortynningene ble deretter behandlet likt som prøvene. 

3. Det ble veid opp 50 mg Griess-reagens A og løst i 5 ml 5 % fosforsyre. Det ble 

så veid opp 5 mg Griess-reagens B og løst i 5 ml destillert vann. Griess-

reagens B er lyssensitivt og må beskyttes mot lyseksponering. 

4. Inkubert cellesuspensjon fra dag 1 ble overført til en rundbundet 

mikrotiterplate og deretter sentrifugert ved 1400 rpm i 2 min. 

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

mikrotiterplate tilsatt standardløsninger. 

6. Det ble tilsatt 50 µl Griess-reagens A til hver brønn, så ble platen satt til 

henstand i et mørkt skap i 10 min. 

7. Det ble tilsatt 50 µl Griess-reagens B til hver brønn. 

8. Mikrotiterplaten ble sentrifugert ved 1400 rpm i 2 min for å fjerne luftbobler. 

9. Absorbansen ble målt ved 540 nm. 

Beregninger: 

Totalt antall celler = Antall levende celler (celler/ml) x Cellesuspensjon 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. 
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3.8.2 Komplementfikseringstesten 

I komplementfikseringstesten undersøkes det om prøvematerialet har noe innvirkning på 

komplementsystemet. Komplementsystemet er involvert i en rekke immunologiske 

reaksjoner, og testen kan derfor gi en indikasjon på den immunologiske aktiviteten til 

polysakkaridet. Erytrocytter fra sau blir sensibilisert med antistoffer fra kanin, og det dannes 

immunkomplekser som kan aktivere komplementkaskaden. Aktivert komplement vil føre til 

hemolyse av blodcellene. Før blodcellene tilsettes, blir komplement inkubert sammen med 

prøven. Dersom prøven aktiverer komplementsystemet, forbrukes komplement og mindre er 

tilgjengelig for hemolyse. Dersom prøven hemmer komplementsystemet, vil enkelte 

komplementfaktorer inaktiveres. Det vil si at både aktivering og inhibisjon av 

komplementsystemet vil føre til redusert hemolyse. Hvis prøven ikke har utøvet noe effekt på 

komplementsystemet, vil man få omtrent samme grad av hemolyse som i kontrollen med 

veronal/BSA-buffer. Graden av hemolyse bestemmes ved absorbansmåling (Michaelsen, 

Gilje, Samuelsen, Høgåsen, & Paulsen, 2008). BP-II, en pektinfraksjon isolert fra Biophytum 

petersianum, benyttes som positiv kontroll, da den tidligere har vist god 

komplementfikserende aktivitet (Inngjerdingen, Coulibaly, Diallo, Michaelsen, & Paulsen, 

2006). 

Utstyr: 

- Mikrotiterplate, 96 brønner (rund- og flatbunnet) 

- Sentrifuge: Centrifuge 5810 (Eppendorf) 

- Mikrotiterplate-absorbansmåler: iMark modell 3550 (BioRad) 

- Varmeskap med risteplate: 211DS Shaking Incubator (Labnet International Inc.) 

- Pipette og multipipette i forskjellige størrelser (10 µl – 1 ml) 

- Plastpipette, 3 ml 

- Reagensrør, 10 ml 

- Dekkende teip til mikrotiterplater 

- Parafilm 
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- Eppendorf-rør 

- Whirlmixer: Heidolph REAX top 

Reagenser: 

- Veronal/BSA-buffer; veronalbuffer (med en pH på 7,2) med 2 mg/ml BSA (Bovine 

Serum Albumin 30 %) og 0,02 % natriumazid 

- Fosfatbuffer (PBS) 

- Antistoff: Virion 9020 Amboceptor, fortynnet 1:10 i veronalbuffer 

- Erytrocytter (SRBC), sau 10010; tappet 29/09-17 på Bygdø Kongsgård 

- Humant komplement ECG (fra Folkehelseinstituttet) 

- Standard: BP-II, pektinfraksjon fra Biophytum petersianum 500 µg/ml 

- Destillert vann 

Prosedyre: 

A) Fortynning av prøvene 

1. Innveid prøve (ca. 0,5 mg) ble løst i veronal/BSA-buffer slik at 

utgangskonsentrasjonen ble 500 µg/ml. Tilsvarende ble gjort for standarden 

BP-II. 

2. En 2-folds fortynningsrekke ble laget (tabell 3). 
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Tabell 3.  2-folds fortynning av prøver 

Rør nummer Konsentrasjon (μg/ml) Innhold 

1 500 1 ml stamløsning 

2 250 500 µl stamløsning + 500 µl veronal/BSA-

buffer 

3 125 500 µl fra rør 2 + 500 µl veronal/BSA-

buffer 

4 62,5 500 µl fra rør 3 + 500 µl veronal/BSA-

buffer 

5 31,3 500 µl fra rør 4 + 500 µl veronal/BSA-

buffer 

6 15,6 500 µl fra rør 5 + 500 µl veronal/BSA-

buffer 

7 7,8 500 µl fra rør 6 + 500 µl veronal/BSA-

buffer 

B) Vasking av saueblodceller før sensibilisering 

1. Det ble tatt ut en mengde blod (ca. 200 µl per mikrotiterplate) og overført til et 

rent reagensglass. 

2. Blodcellene ble vasket to ganger med fosfatbuffer og deretter en gang med 

veronal/BSA-buffer. Glasset ble fylt opp ca. 2/3 med vaskeløsning. Mellom 

hver vask ble blandingen sentrifugert ved 3000 rpm i 5 minutter. 

3. Vaskeløsningen ble fjernet mellom hver vask ved hjelp av plastpipetter. 

C) Sensibilisering av saueblodceller 

1. 15μl Virion 9020 Amboceptor, 60 μl pakkede blodceller og 5,925 ml 

veronal/BSA buffer ble inkubert med risting ved 37 °C i 30 minutter. 

2. Løsningen ble vasket to ganger med fosfatbuffer og en gang med 

vernoal/BSA-buffer og sentrifugert mellom hver vask ved 3000 rpm i 5 

minutter. Vaskevannet ble fjernet med plastpipette mellom hver vask. 

3. Blodet ble fortynnet med 5,940 ml veronal/BSA-buffer, en 1 % løsning av 

blodceller har blitt laget. Løsningen ble satt i kjøleskapet frem til bruk. 

D) Titreringskurve for komplementkilden 
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1. Til en mikrotiterplate med runde brønner ble det tilsatt 100 µl destillert vann til 

8 av brønnene (100 % lysekontroll) og 50 µl veronal/BSA-buffer til 28 brønner 

(4 x 7 fortynninger av komplement/buffer). 

2. Fortynningsrekke av komplement og buffer ble laget (tabell 4). 

3. Det ble tilsatt 50 µl av hver fortynning av komplement/buffer til brønnene med 

allerede tilsatt 50 µl veronal/BSA-buffer. Av hver fortynning ble det laget 4 

paralleller. 

4. Mikrotiterplaten ble dekket med tape for å forhindre fordamping, og satt til 

inkubasjon i varmeskap med risteplate i 30 minutter 37ºC. 

5. Det ble tilsatt 50 µl 1 % sensibiliserte saueblodceller til hver brønn og satt til 

inkubasjon i varmeskap med risteplate i 30 minutter v/ 37ºC. 

6. Platen ble deretter sentrifugert ved 4000 rpm i 5 minutter. 

7. Fra hver brønn ble 100 µl av supernatanten overført til en flatbunnet 

mikrotiterplate, og sentrifugert ved 4000 rpm i 5 minutter for å bli kvitt 

eventuelle luftbobler. 

8. Absorbansen ble avlest ved 415 nm, og det ble korrelert til grad av hemolyse. 

Den fortynningen som ga 50 % lyse av celler ble anvendt videre i utførselen av 

komplementfikseringstesten. 

Tabell 4. Fortynningsoppsett for komplement 

Forhold komplement/buffer Komplement (μl) Veronal/BSA-buffer (ml) 

1/70 10 690 

1/80 10 790 

1/90 10 890 

1/100 10 990 

E) Utføring av testen på prøvemateriale  

1. Til rundbrønnede mikrotiterplater ble det tilsatt 50 µl av hver fortynning av 

prøven, med to paralleller for hver fortynning. Til 4 av brønnene ble det tilsatt 

100 µl destillert vann (100 % lysekontroll), og 4 brønner tilsatt 50 µl 

veronal/BSA-buffer (50 % lysekontroll). 
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2. Komplement ble tatt opp fra fryseren rett før bruk og det ble laget en løsning 

med den fortynningen som ga 50 % hemolyse i titreringskurven. Det ble tilsatt 

50 µl komplement til hver brønn, bortsett fra 100 % lysekontroll-brønnene. 

3. Platen ble dekket med teip for å forhindre fordamping og ble satt til inkubasjon 

i varmeskap med risteplate i 30 minutter v/ 37ºC. 

4. Det ble tilsatt 50 µl 1 % sensibilisesrte erytrocytter til alle brønnene og deretter 

satt til inkubasjon i 30 minutter v/ 37ºC. 

5. Platen ble sentrifugert ved 4000 rpm i 5 minutter. 

6. Til en flatbunnet mikrotiterplate ble 100 µl supernatant overført til hver brønn. 

Platen ble dekket med teip og deretter sentrifugert ved 4000 rpm i 5 minutter 

for å fjerne eventuelle luftbobler som dannes under overføringen. 

7. Absorbansen ble målt og avlest ved 415 nm, og det ble korrelert til grad av 

hemolyse. 

Beregninger:  

Hvor mye komplement som ødelegger systemet ble funnet ved å beregne lyseringsgrad. 

(Anbefalt lyseringsgrad er 50 %, men 30%-70% godkjennes). 

Lyseringsgrad: 
𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑠 (𝑏𝑢𝑓𝑓𝑒𝑟) 

𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑠 (𝑣𝑎𝑛𝑛)
𝑥100 % 

For å finne % hemming av hemolyse av prøvene ble følgende formel brukt: 

Hemmingsgrad:
𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑠 (𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑙)−𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑠 (𝑝𝑟ø𝑣𝑒)

𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑠 (𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑙)
𝑥 100% 

Jo lavere absorbans, jo høyere komplementfikserende aktivitet fordi da har færre blodceller 

blitt hemolysert, det vil si at komplement har interagert med prøven. 
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3.8.3 DPPH-scavenging aktivitet 

Prinsipp: 

DPPH-scavenging er en metode som brukes til bestemmelse av antioksidanteffekten til en 

forbindelse. DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) er et stabilt fritt radikal som på grunn av 

dets uparede elektron har sterk absorbans ved 517 nm. I løsning har radikalet en mørk fiolett 

farge. Ved reaksjon med en radikalfanger vil det uparede elektronet i DPPH bli paret, og det 

DPPH omdannes til DPPH-H (figur 11). Dette gjør at absorbansen reduseres. Dette kan også 

detekteres visuelt ved at fargen da skifter fra fiolett til gult (Molyneux, 2004). 

 

Figur 11. Omdannelse av DPPH til DPPH-H ved hjelp av en radikalfanger 

Dette prinsippet kan utnyttes til å måle den radikalfangende evnen til en substans. 

Absorbansen måles ved 517 nm før og etter tilsetting av prøven til DPPH. Ved 

radikalfangende evne vil en nedgang i absorbans observeres. Nedgangen i absorbans er 

relatert til mengde og aktivitet av radikalfangeren. Jo mer av testsubstansen som reagerer med 

DPPH jo mer radikalfangende aktivitet har den og det blir nedgang i absorbansverdi 

(Molyneux, 2004). Quercetin er brukt som positiv kontroll da dette er en meget stabil og kjent 

radikalfanger. 

Beregninger: 

Hvor mange prosent radikalscavenging av DPPH testsubstansen gir, kan beregnes ved hjelp 

av formelen: 

100 x 

(𝐴₀ 𝑥2,95)

3
−𝐴𝑡

(𝐴₀𝑥2,95)

3
−𝐴𝑝
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Hvor: 

A₀ = absorbansen før tilsetning av testløsning 

At = absorbansen etter 5 minutter 

Ap = egenabsorbans av sluttproduktet DPPH-H. Ap ofte settes til 0. 

Reagenser: 

- Difenylpikrylhydrazyl (DPPH) 

- Metanol 

- Destillert vann 

- Quercetin 

Utstyr: 

- UV-spektrofotometer: Biochrom Libra S32 PC 

- Kyvetter av kvarts eller glass 

- Plastpipetter (3 ml) 

- Plastikkrører 

- Erlenmeyerkolbe (100 – 200 ml) 

- Magnetrører meg magnet 

- Multipipette (50 µl) 

- Filterpapir: Whatman ® filterpapir N°1 

Prosedyre: 

1. 12 mg DPPH ble løst i 300 ml MeOH (0,04 mg/ml) og blandet ved hjelp av magnet og 

magnetrører. Løsningen skulle gi en konsentrasjon som gir en absorbans på ca. 1 ved 

517 nm 
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2. Det ble veid opp 5 mg av testsubstanser (EE og BES) samt Quercetin og løst i 5 ml 

MeOH. 

3. Det ble laget fortynninger av testsubstanser (EE og BES) samt Quercetin i MeOH på 

1mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,25 mg/ml og 0,125 mg/ml. (BES løsning ble filtrert). 

4. Spektrofotometeret ble nullstilt med en blindprøve bestående av ca. 3 ml MeOH. 

5. Absorbansverdi ble målt for tre prøver med 2,95 ml DPPH-løsningen i hver sin 

kyvette. Blindprøve ble laget med 2,95 ml MeOH.   

6. Ved tiden t=0, ble 50 µl av testløsning tilsatt (ved hjelp av multipipette) til hver 

kyvette og blandingen ble rørt om ved hjelp av plastikkrører. 

7. Registrering av absorbans ble startet 30 sekunder etter tilsetting av prøve, og 

absorbansen ble målt hvert 60. sekund i totalt 5 minutter. 

8. Innholdet i kyvettene ble kastet etter hver måling og kyvettene skylt med MeOH i 3 

gjentagende ganger. De ble lagt opp ned på tørkepapir i noen sekunder før klargjøring 

av neste absorbansmåling. 

  



55 

 

4 Resultater og diskusjon 

Inonotus obliquus ble høstet fra et bjørketre ved Brønnøya i Asker kommune den 24. april 

2017 av Christian W. Wold, tørket og delt i et indre og ytre lag. Indre lag ble pulverisert og 

ekstrahert ved Soxhlet ekstraksjon med 96% EtOH, og residuet ekstrahert videre med 

kokende vann, samt deproteinert med pankreatin. Et vandig råekstrakt (CTE) ble oppnådd. 

Etanol-ekstraktet (EE) oppnådd ved Soxhlet ekstraksjon ble analysert ved NMR og UV, samt 

undersøkt for antioksiderende aktivitet. 

Det er kjent at vandige ekstrakter av I. obliquus inneholder store mengder av melanin-

pigmenter, og at disse pigmentene kan være opp i 57 kDa (Shashkina M. Ya., 2006). 

Polysakkarider og fargepigmentet melanin i CTE ble isolert og separert fra hverandre ved to 

metoder. Først ble polysakkaridene og vannløselige forbindelser presipitert ved bruk av 

etanol, før melanin ble utfelt ved tilsetning av syre. Rekkefølgen av de to metodene er basert 

på resultatene til masterstudent Julia Nguyen Huynh, da denne viste best utbytte av 

polysakkarider. Tre fraksjoner ble oppnådd: supernatant etter etanol-presipitering (SEE), 

melanin-anriket bunnfall etter syrebehandling (BES) og polysakkarid-anriket fraksjon (PC). 

PC ble videre opprenset ved ionebytterkromatografi, som ga opphav til to 

polysakkaridfraksjoner, en nøytral polysakkaridfraksjon (NP) etter eluering med vann, og en 

sur polysakkaridfraksjon (SP) etter eluering med NaCl-gradient. Polysakkaridfraksjonene ble 

undersøkt for monosakkaridsammensetning og testet for biologisk aktivitet med fokus på 

immunomodulerende effekt. Melanin-anriket fraksjon ble analyser ved NMR, samt undersøkt 

for antioksiderende aktivitet. Figur 12 viser en kort skjematisk oversikt over utført arbeid. 
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I. obliquus indre 

lag, pulverisert 

EtOH ekstrakt 

(EE) 
residue 

residue H₂O ekstrakt 

H₂O råekstrakt 

(CTE) 

supernatant 

(SEE) 
bunnfall 

melaninanriket 

bunnfall (BES) 

polysakkaridanriket 

ekstrakt (PC) 

Sur polysakkarid-

fraksjon (SP) 

Nøytral polysakkarid- 

fraksjon (NP) 

1. 6 M HCl til pH 1,5 

2. 1,5 M NaOH til pH 7,0 

Soxhlet med 96 % EtOH, 20 t 

H₂O, 100°C, 1t x3 

Pankreatin, 3t, 37°C 

70 % EtOH, 48t, 4°C 

Ionebytterkromatografi 

Figur 12. Oversikt over utført arbeid på 

isolering og opprensing av polysakkarid- og 

melaninfraksjoner fra I.obliquus, indre lag. 
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4.1 Ekstraksjon av I. obliquus 

4.1.1 Soxhlet ekstraksjon 

Hensikten med ekstraksjonen med 96% EtOH var å fjerne de lipide substansene. Det ble 

ekstrahert 234 g pulverisert råmateriale på Soxhlet apparaturen. Sluttmengde residue etter 

sluttført ekstraksjon og tørking i avtrekkskapet i ca 72 timer var 259 g. Økt mengde av 

materialet etter ekstraksjonen skyldes fukt.  

4.1.2 Ekstraksjon med kokende vann 

Polysakkarider og andre vannløselige substanser ble ekstrahert ut i kokende vann og dermed 

skilt fra andre stoffer som ikke er løselige i vann. Etter endt ekstraksjon, samt deproteinisering 

ble det veid opp 14,2 g vannekstrakt (CTE). Dette gir et utbytte på 6% ut fra 

utgangsmaterialet på 234 g. 8 g av vannekstraktet ble veid opp og brukt for videre analyser. 

4.2  Separasjon og isolering av polysakkarider og 

melanin 

4.2.1  Separasjon av polysakkarider og melanin 

To metoder ble benyttet for å isolere og separere polysakkarider og melanin i vannekstraktet 

CTE: 

1. Etanol-presipitering baserer seg på polare polysakkariders løselighet i polart 

løsningsmiddel, i forhold til det mer upolare løsemiddelet etanol. Polysakkaridene vil 

dermed felle ut i en løsning av etanol. Bunnfallet ble løst opp i destillert vann og tatt 

med videre til metode 2 for å separere melanin fra polysakkaridene. 

2. Behandling med saltsyre forårsaker endring av løseligheten til melanin. Ved tilsetning 

av konsentrert saltsyre koagulerer melanin og den kan skilles fra løsningen med 

polysakkarider ved sentrifugering.  
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Sentrifugering ble etterfulgt av dialyse av nøytralisert supernatant med polysakkarider, og 

deretter inndamping og frysetørking. Utbytte av polysakkarid-anriket fraksjon, PC, samt 

supernatant etter etanolpresipitering, SEE, og melanin-anriket fraksjon, BES, er vist i tabell 5. 

Tabell 5. Utbytte av fraksjoner etter etanolpresipitering etterfulgt av syrebehandling 

Fraksjon PC SEE BES 

Utbytte (mg) 172,1 4690 11,9 

Utbytte (%) 2,2 58,6 1,5 

4.2.2  Ionebytterkromatografi 

Polysakkarid-anriket fraksjon PC ble fraksjonert videre etter ionestyrke på en ANX Sepharose 

4 Fast Flow (high sub) ionebytterkolonne (metode 2.3.3). Det ble applisert 100 ml 

prøveløsning med en konsentrasjon på 1,5 mg/ml. Én nøytral polysakkaridfraksjon (NP) ble 

oppnådd ved å eluere med destillert vann, mens én sur polysakkaridfraksjon (SP) ble isolert 

etter eluering med en NaCl-gradient. Begge fraksjoner er hvitfargede, som tyder på vellykket 

separasjon av fargepigmentet melanin fra polysakkaridene (figur 13). Figur 14 og 15 viser 

karbohydratprofil av henholdsvis NP og SP etter analyse av tilstedeværelse av karbohydrater i 

fraksjonsrørene ved fenolsvovelsyretesten (metode 2.4.1). Figur 14 viser at eluering med 

destillert vann ga opphav til to topper, men det ble valgt å slå de sammen grunnet lavt utbytte. 

Figur 15 viser at eluering med saltgradient ga opphav til én topp. Utbyttet av NP og SP er vist 

i tabell 6. 

 

Figur 13. Isolerte nøytrale (NP) og sure (SP) polysakkarider 
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Tabell 6. Utbytte i % etter dialyse og frysetørking av nøytral (NP) og sur (SP) polysakkaridfraksjon opparbeidet 

etter ionebytterkromatografi i forhold til 150 mg av polysakkarid-anriket ekstrakt (PC) 

Fraksjon NP SP 

Utbytte (mg) 3 10 

Utbytte (%) 2 6,7 

 

Figur 14. Karbohydratprofil av PC etter eluering med H2O på en ANX Sepharose 4 Fast Flow kolonne. 

Absorbansen er målt ved 490 nm. Fraksjonsrørene 30-41 og 44-51 ble slått sammen og kalt NP. 

Figur 15. Karbohydratprofil av PC etter eluering med NaCl-gradient på en ANX Sepharose 4 Fast Flow kolonne. 

Absorbansen er målt ved 490 nm. Fraksjonsrørene 34-54 ble slått sammen og kalt SP. 
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4.3 Strukturoppklaring 

4.3.1 Påvisning av stivelse 

Polysakkarid-anriket fraksjon (PC), sur polysakkaridfraksjon (SP) og nøytral 

polysakkaridfraksjon (NP) ble testet for innhold av amylose og amylopektin som stivelse er 

bygd opp av (metode 2.4.2). Fraksjonene ble sammenlignet visuelt i forhold til positiv 

kontroll med 100 % stivelse og negativ kontroll med kun destillert vann. Som vist i figur 16 

ga ingen av fraksjonene positiv reaksjon (blå farge) i reaksjon med jod-jodkalium reagens, 

noe som tyder på at fraksjonene ikke inneholder stivelse.  

 

Figur 16. Påvisning av stivelse. Fra venstre, nøytral polysakkaridfraksjon (NP), sur polysakkaridfraksjon (SP), 

polysakkarid-anriket ekstrakt (PC), positiv kontroll (stivelse) og negativ kontroll (destillert vann). 

4.3.2 Kvalitativ og kvantitativ bestemmelse av monosakkaridinnhold 

Monosakkaridsammensetningen i fraksjonene ble bestemt ved hjelp av GC etter metanolyse 

og TMS-derivatisering. Det ble utført metanolyse og GC på alle oppnådde ekstrakter og 

fraksjoner (NP, SP, PC, BES, SEE og CTE). Slik kunne kromatogrammene sammenlignes for 

å se om opprensningen ga endringer i monosakkaridsammensetningen og totalt 

karbohydratinnhold. Et kromatogram for hvert ekstrakt og fraksjon ble tatt ut (figur 17-22) og 
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det karakteristiske mønsteret av topper ble brukt til kvalitativ og kvantitativ bestemmelse av 

fraksjonenes monosakkaridsammensetning. Hvert monosakkarid vil foreligge i forskjellige 

konformasjoner avhengig av stabilitet. Disse ulike konformasjonene (α-, β-, furanose- og 

pyranose-konfigurasjon og åpen-ring form) er antatt å være i likevekt med hverandre. I 

gasskromatogrammet blir de ulike konformasjonene retardert ulikt. Hvert monosakkarid kan 

dermed gi opphav til flere karakteristiske topper i kromatogrammet. Monosakkaridene i hvert 

gasskromatogram ble identifisert ved sammenligning med relative retensjonstider til 

standarder, som ble kjørt tidligere under de samme forholder og betingelser. Den relative 

retensjonstiden for hvert monosakkarid var beregnet i forhold til intern standard, som ble 

tilsatt i kjent konsentrasjon og mengde. I identifiseringsprosessen ble også arealforholdet 

mellom toppene for hvert monosakkarid sjekket i forhold til standarder. Da det er antatt at en 

likevekt er innstilt seg mellom de ulike konformasjonene, benyttes bare den største toppen for 

hvert monosakkarid i kromatogrammet til den kvantitative bestemmelsen. Der ble forholdet 

mellom det største topparealet til det enkelte monosakkaridet og topparealet til intern standard 

benyttet. Mannitol ble brukt som intern standard siden den ikke finnes naturlig i 

polysakkarider. 

 

Figur 17. Gasskromatogram av vandig råekstrakt, CTE. Retensjonstid for 3-O-Me-Gal er 19,655 
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Figur 18. Gasskromatogram av supernatant etter etanolpresipitering, SEE. 

 

Figur 19. Gasskromatogram av melaninanriket fraksjon, BES 

 

Figur 20. Gasskromatogram av polysakkarid-anriket fraksjon, PC. Retensjonstid for 3-O-Me-Gal er 19,665 
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Figur 21. Gasskromatogram av nøytral polysakkaridfraksjon, NP. Retensjonstid for 3-O-Me-Gal er 19,635 

 

Figur 22. Gasskromatogram av sur polysakkaridfraksjon, SP. Retensjonstid for 3-O-Me-Gal er 19,660 

Som forventet var det et lavt totalt karbohydratinnhold i fraksjonene SEE (3,3 %) og BES (6,9 

%) (figur 23), samt høyere karbohydratinnhold i PC i forhold til CTE. Det tyder på at etanol-

presipitering (metode 2.3.1) og behandling med saltsyre (metode 2.3.2) ga tilfredsstillende 

resultater, ved at karbohydratene har blitt felt ut i etanol, og separert fra melanin ved 

syrebehandling. Fraksjonen BES hadde mørk brun farge, som videre tyder på at 

fargepigmentet ble felt ut med syrebehandling. Det viste seg å være et relativt lavt 

karbohydratinnhold i de isolerte polysakkaridfraksjonene NP (25,7 %) og SP (41,2 %), selv 

om fraksjonene visuelt sett så rene ut (både NP og SP var hvitfargede). Det kan være flere 

årsaker til dette, usikkerhet ved innveiing av prøvene kan blant annet føre til at utbyttet blir 

lavt. I tillegg kan ufullstendig spalting av glykosidbindinger ved metanolyse medføre at det 

totale innholdet av monosakkarider i prøven blir for lavt. Av tidligere studier samsvarer det 

totale karbohydratinnholdet i NP og SP  mest med resultatene fra Du et al. (2013) som 

rapporterte opptil 35% av karbohydrat i de isolerte polysakkaridfraksjonene fra chaga (Du et 
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al., 2013). Det totale karbohydratinnholdet i PC (17,5 %) var lavere enn i SP og NP som betyr 

at det var blitt isolert renere fraksjoner med et økt innhold av polysakkarider ut fra PC ved 

ionebytterkromatografi. Det relative mengdeforhold mellom monosakkaridene antas å være 

korrekt og er vist i tabell 7. 

 

Figur 23. Totalt karbohydratinnhold i fraksjonene i forhold til total mengde prøve. 

 

Tabell 7: Monosakkaridsammensetning i fraksjonene SP, NP, PC, SEE, CTE, BES. Verdiene er angitt i % i 

forhold til total mengde karbohydrat i prøven. i.d = ikke detektert, < 0,5 = spor. 

Monosakkarid NP SP PC SEE CTE BES 

Ara 0,5 0,5 1 2,6 1,8 1,1 

Rha spor spor 1,6 5 4 2 

Fuc 1,4 1,8 1,2 1 0,9 2,6 

Xyl 1,8 2,9 4,3 13,9 11,3 6,9 

Man 4,3 10,2 8 5,2 8,1 8,5 

Gal 13 14,7 10,4 10,2 10,2 1,6 

Glc 58,6 47,3 49,5 47,8 44 67,4 

GlcA i.d. 2,6 3,8 1,9 2,7 1,8 

GalA 8,1 8 11,5 12,7 8,6 7,5 

3-O-Me-Gal 11,5 11,9 8,5 i.d. 8,3 i.d. 

Totalt 

karbohydratinnhold 

25,7 41,2 17,5 3,3 12 6,9 

 

Analysen viste at både NP og SP inneholdt en høy andel Glc, henholdsvis 58,6 % og 47,3 %, 

som kan forklares ved at sopp typisk inneholder mye β-glukaner. Disse forekommer oftest i β-

(1,3)- og β-(1,6)- sukkerenheter. Sopp inneholder også α-glukaner, men ved bruk av 2D-NMR 

har Wold et al. (2018) funnet ut at glukanene i I. obliquus foreligger i β-konfigurasjon (Wold 
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et al., 2018). Det kunne tenkes at den store mengden av Glc også kan komme fra stivelse, men 

stivelse ble ikke påvist i noen av fraksjonene (vist i seksjon for påvisning av stivelse 4.3.1).  

Det ble videre funnet en relativt høy andel av Gal i både NP og SP, henholdsvis 13% og 

14,7% og 3-O-Me-Gal, 11,5% og 11,9%. Den nøytrale fraksjonen, NP, viste innhold av GalA 

(8,1%) i samme grad som den sure fraksjonen (8 %). Dette kan skyldes metylforestring på 

GalA som har ført til at polysakkaridet ikke har adsorbert til kolonnematerialet og derfor blitt 

eluert ut sammen med de nøytrale polysakkaridene. 

Den sure fraksjonen, SP, inneholdt videre 2,6 % av GlcA som ikke ble detektert i den nøytrale 

fraksjonen. Det ble funnet en høyere andel av Man i SP (10,2%) enn i NP (4,3%). Andel av 

monosakkaridene Ara, Fuc og Xyl var tilnærmet lik i både NP og SP. Disse monosakkaridene 

kan knyttes opp mot mannogalaktaner, fukogalaktaner, fukomannogalaktaner og 

xylogalaktoglukaner som er heteropolysakkarider tidligere funnet i sopp. 

Resultatene rapportert her samsvarer i en stor grad med resultatene fra Du et al. (2013) med 

unntak av 3-O-Me-Gal som ikke ble funnet i den studien. Det ble funnet hovedsakelig Glc, 

Gal, Man, GlcA og GalA med varierende forhold i ulike isolerte polysakkaridfraksjoner (mol 

forhold og mer detaljert beskrivelse av den studien er nevnt i seksjon for tidligere forskning 

1.1.4.). Sammenlignet med studien utført av Wold et al (2018) inneholder 

polysakkaridfraksjonene i denne studien en høyere andel Glc, samt lavere andel Rha og GalA 

i den sure fraksjonen. Det kan tyde på mindre forurensing fra bjørk i fraksjonene i denne 

studien, da Rha og GalA kan stamme fra pektin polysakkarider i plantemateriale fra bjørk. 

Det er ikke så mange studier som hittil har sett på monosakkaridsammensetningen i 

polysakkarider isolert fra I. obliquus. Resultatene varierer avhengig av benyttete metoder for 

isolering av polysakkaridfraksjonene, og hvilke deler av soppen som ble høstet. 

4.3.3 Bestemmelse av proteininnhold 

Innholdet av protein i NP, SP, PC og BES ble bestemt ved Bio-Rad protein assay (metode 

2.4.3). Denne metoden er kolorimetrisk der et surt rødfarget reagens i reaksjon med proteiner 

danner et blåfarget kompleks som kan måles ved absorbans 595 nm. Jo høyere 

konsentrasjoner av albumin jo mer av det fargede komplekset blir dannet, som indikerer 

innhold av proteiner. Visuelt sett var det bare PC som ga en svak positiv reaksjon (figur 24). 
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Figur 24. Innhold av protein i NP, SP, PC og BES. Mikrotiterplate før utført absorbansmåling ved 595 nm, 

standard og prøver i 3 paralleller; S1- BSA 0,5 mg/ml, S2- BSA 0,25 mg/ml, S3- BSA 0,125 mg/ml, S4- BSA 

0,0625 mg/ml, S5- BSA 0,05 mg/ml. 

En standardkurve med serum albumin fra storfe (BSA), ble benyttet for kvantifisering. 

Kurven viser sammenheng mellom målt absorbans og konsentrasjon av serum albumin (figur 

25). 

 

Figur 25. Standardkurven for proteininnhold. Innhold av protein i NP, SP, PC og BES er indikert i figuren. 
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NP, SP og BES ble målt til samme absorbansverdi, og havnet under standardkurven, noe som 

indikerer lave til nesten ingen tilstedeværelse av proteiner. Figur 24 viser at NP, SP og BES 

har et protein-innhold på mindre enn 0,05 mg/ml, som var den laveste konsentrasjonen av 

standarden. Ved ekstrapolering ble det beregnet at innhold av proteiner i PC var 0,042 mg/ml 

(4,2%). 

4.3.4 Bestemmelse av totalt fenolinnhold 

Fenoliske forbindelser er kjent for høy antioksiderende aktivitet og evne til å nøytralisere frie 

radikaler. De finnes i frukt, grønnsaker, nøtter, frø, sopp og i mange andre naturlige kilder. 

Det totale fenolinnholdet i NP, SP, PC og BES ble målt ved Folin-Ciocalteu-metoden (metode 

2.4.4). Denne testen sier ikke noe om hvilke fenoliske forbindelser som er tilstede, men 

indikerer bare tilstedeværelsen av mengde fenoliske forbindelser. Standardkurven i figur 26 

viser sammenhengen mellom absorbans og konsentrasjon av ferulsyre. Jo høyere 

konsentrasjoner av ferulsyre jo mer kompleksdannelse med FC-reagenset, den blå fargen blir 

sterkere og høyere absorbans blir detektert. Av de fire fraksjonene viste PC det høyeste 

totalinnholdet av fenoliske forbindelser med rundt 76 µg/ml (7,6%), mens BES inneholdt 

rundt 4,3 µg/ml (0,43 %) av fenoliske forbindelser. Siden det ble sittende igjen mørk brun 

farge på ionebytterkolonnen etter eluering av PC, kan det tyde på at at PC inneholder rester av 

melanin (polymer av fenoliske og indoliske forbindelser) som er brunfarget. Det er litt 

overraskende at BES ikke hadde et høyere innhold, da melanin inneholder fenoliske 

forbindelser, men mulig at resultatet for BES er usikkert på grunn av dårlig løselighet. NP og 

SP havnet under standardkurven, noe som indikerer lave til nesten ingen tilstedeværelse av 

fenoliske forbindelser. Dette er i samsvar med fargeintensitet i mikrotiterplate (figur 27). 
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Figur 26. Standardkurven for totalt fenolinnhold. Innholdet i fraksjonene NP, SP, PC og BES er indikert i 

figuren. 

 

Figur 27. Totalt innhold av fenoliske forbindelser i NP, SP, PC og BES. Mikrotiterplate før utført 

absorbansmåling ved 750 nm, standard og prøver i 2 paralleller; S1- ferulsyre 50 µg/ml, S2- ferulsyre 40 µg/ml, 

S3- ferulsyre 30 µg/ml, S4- ferulsyre 20 µg/ml, S5- ferulsyre 10 µg/ml, S6- ferulsyre 5 µg/ml, BP- blank prøve 

(destillert vann). 
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4.3.5 NMR-spektroskopi 

NMR ble utført på EE (etanol-ekstraktet oppnådd ved Soxhlet ekstraksjon) og BES (bunnfall 

etter syrebehandling) som er antatt å være melaninanriket. Det foreligger lite data om struktur 

av melanin fra I. obliquus. Et ¹H NMR-spektrum kan gi informasjon om protonenes 

elektronegativitet og dermed få et innblikk i hvor de kan befinne seg i molekylet. 

EE og BES ble forsøkt løst i CD₃OD, og ¹H NMR spektra ble tatt opp (400MHz). EE løste 

seg forholdsvis lett, BES var for det meste uløselig. Figur 28 og 29 viser spektrene.  

Figur 28. ¹H NMR-spektrum av EE løst i CD₃OD, 400 mhz 
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Figur 29. ¹H NMR- spektrum av BES løst i CD₃OD, 400 mhz 

NMR-prøven (med uløst materiale) av BES ble inndampet til tørrhet (rotavapor, oljepumpe) 

og forsøkt løst i D₂O. ¹H NMR spektrum ble tatt opp (600 MHz). Men også her så 

mesteparten ut til å være uløselig (brunt bunnfall). 

I spektret av EE ses intense signaler ved 4.85 ppm (vann), 3.31 (metanol) og 0.00 (TMS, 

intern standard). I tillegg ses en kvartett ved 3.60 ppm (opphav ukjent – mulige etanolrester 

etter Soxhlet ekstraksjon med etanol), og et signal ved 1.18 ppm (mulig langkjedet -CH₂CH₂-

). Svake signaler ved 0.7 - 1.1 ppm kan skyldes alifatiske protoner, muligens fra terpenoider. 

Svært svake signaler ved 6.1 - 7.7 ppm skyldes trolig aromatiske og/eller olefiniske protoner.  

Bortsett fra løsemiddel- og intern standard-signaler er det lite å se i spektret av BES. Signaler 

ved 1.29 (langkjedet -CH₂CH₂-) og 0.88 ppm (-CH₃) antas å skyldes fett. Svake signaler ved 

3.2-5.5 ppm kan skyldes små mengder karbohydrat. α-anomere protoner fra karbohydrater vil 

typisk gi signaler ved 5 - 6 ppm på δ-skalaen, mens β-anomere protoner havner ved 4 - 5 ppm 

(Cui, Kim, & Park, 2005; Xu, Li, & Hu, 2014). Signalene fra antatte karbohydrater var noe 

sterkere i spektret av BES i D₂O enn i CD₃OD, men det synes som mesteparten var uløselig 

også i D₂O. Det kan synes rimelig å anta at det brune bunnfallet er høymolekylært materiale 

og at dette utgjør hoveddelen av bunnfallet, sammen med mindre mengder karbohydrat. 
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Melanin er polymeriserte fenoliske og/eller indoliske forbindelser som danner hydrofobiske 

pigmentforbindelser med negativ ladning og med høy molekylvekt. N-atomer i α-posisjon til 

H-atomer vises normalt mellom 3 - 4 ppm. Så disse kan komme fra melanin, som inneholder 

nitrogen. Derfor kan det være ønskelig å utføre 15N NMR av BES. 

Det er en studie utført av Kukulianskaya et. al. (2002) som viste at nitrogeninnholdet i 

melanin isolert fra naturlig, kultivert og kultivert syrebehandlet I. obliquus var varierende. 

Etter å ha utført analyse av elementærsammensetning ble det vist at innholdet av nitrogen var 

høy hos kultivert Chaga (6.8 %) i forhold til naturlig Chaga (0,7 %). Men etter behandling 

med syre ble nitrogeninnholdet redusert med 2,3 %. Det ble derfor konkludert at nitrogenet, i 

tillegg til tilstedeværelse av melanoproteiner, kunne være årsaken til andre forbindelser som 

forekommer i melaninstrukturen under kultivering (Kukulianskaia et al., 2002). 

4.3.6 UV-spektroskopi 

UV-spektrum av den sterkt gule løsningen av EE ble tatt opp. 

I UV-spektret av etanolekstraktet ses et maksimum ved 370-380 nm (figur 30). Dette synes å 

stemme med litteraturdata for styrylpyroner, som er tidligere rapporterte substanser i I. 

obliquus (Singh et al., 2003). En studie utført av Y. Zhao et al. (2016) har vist at styrylpyroner 

kan hemme tumorproliferasjon (Y. Zhao et al., 2016). 

 

Figur 30. UV-spekter av EE 
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4.4 Biologisk aktivitet 

4.4.1 Aktivering av dendrittiske celler 

Figur 31 viser at det er en dose-respons-sammenheng der høyere konsentrasjon av prøve gir 

økt mengde frigitt nitritt fra dendrittiske celler. NP 100µg/ml, samt SP 10 og 100 µg/ml gir 

mest potent aktivitet med statistisk signifikant NO-frigjøring sammenlignet med medium, i 

synergi med IFN-γ. PC har ingen statistisk signifikant aktivitet sammenlignet med medium. 

Opprensing av PC har ført til isolering av NP og SP som har høyere aktivitet enn PC. Det er 

antatt at høyere aktivitet av SP i forhold til NP kan komme av høyere totalt 

karbohydratinnhold i SP.  

Figur 31 viser at forsøket gir store standardavvik for enkelte av fraksjonene. Dette kan blant 

annet være på grunn av daglige variasjoner i cellene med tanke på vekst i 

inkuberingsperioden, samt unøyaktighet ved celletelling, noe som vil føre til at mengde frigitt 

nitritt blir varierende blant testfraskjonene på de ulike forsøksdagene.  

Lipopolysakkarid (LPS) er en potent aktivator av dendrittiske celler, og kan kontaminere 

biologisk materiale. Det ble ikke underøkt for LPS kontaminering i prøvene, men det 

observeres at NP og SP ved høyeste konsentrasjon, 100 μg/ml, uten tilsatt IFNγ viste aktivitet 

tilsvarende medium. Dette kan bety lite eller ingen LPS kontaminering i prøvene. 

Resultatene av denne analysen er tilsvarende resultater oppnådd av Wold et al. (2018) der det 

ble vist at isolerte polysakkaridfraksjoner fra I. obliquus alene ikke hadde evne til å stimulere 

DC, men ved tilsatt co-stimulator INFγ ble det vist potent aktivitet i fraksjonene ved høyest 

konsentrasjon (100 µg/ml). I studien til Wold et al (2018) var det derimot de nøytrale 

fraksjonene som viste seg å være mest aktive i å stimulere DC til NO-frigjøring. Videre 

struktur-aktivitetsstudier er nødvendig for å finne hvilken del av polymerene som er ansvarlig 

for aktiviteten. 
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Figur 31. Måling av mengde frigjort nitritt fra dendrittiske celler etter stimulering med fraksjonene NP, SP og 

PC. LPS er benyttet som positiv kontroll. Data er presentert som gjennomsnitt av tre individuelle forsøk ± SD. * 

betyr p < 0,05, sammenlignet med medium. 

4.4.2  Komplementfikserende aktivitet 

Den komplementfikserende aktiviteten ble bestemt for å videre undersøke om de isolerte 

polysakkaridfraksjonene fra I. obliquus kan ha immunmodulerende effekt in vitro. 

Komplementfikseringstesten ble utført 3 ganger på polysakkaridfraksjonene NP og SP, samt 

på PC, med to paralleller av hver prøve i hvert forsøk. Effekten av fraksjonene ble 

sammenlignet med en isolert pektinfraksjon fra Biophytum petersianum (BP-II), som tidligere 

har vist god komplementfikserende aktivitet. Resultatet av det tredje forsøket er presentert i 

figur 32. I dette forsøket ble det benyttet NP fraksjon opparbeidet av masterstudent Julia 

Nguyen Huynh oppnådd under samme vilkårene for opparbeidelse, siden at det ikke var mer 

igjen av NP fraksjon oppnådd i denne oppgaven. De to andre forsøkene viste de samme 

tendensene angående aktivitet av prøvene. Fraksjonenes aktivitet blir uttrykt som ICH₅₀, som 

er den verdi som angir den laveste konsentrasjon av prøven som kreves for å gi 50% hemming 

av lyse av erytrocyttene. Hemming av hemolysen kommer av enten aktivering eller 

inaktivering av tilsatte komplementproteiner. 
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Figur 32. Komplementfikseringsaktivitet av NP, SP og PC. Positiv kontroll er BP-II, pektinfraksjon isolert fra B. 

petersianum. 

Både SP og PC viste en lavere komplementfikserende effekt enn standard (BPII) (tabell 8). 

ICH₅₀-verdien til SP i forhold til BP-II ligger på 0,26, noe som vil si at det kreves omtrent 4 

ganger høyere konsentrasjon av SP for å oppnå samme effekt som BP-II. PC har en litt høyere 

aktivitet enn SP, og krever 2 ganger høyere konsentrasjon for å få tilsvarende effekt som BP-

II (figur 33). Den nøytrale fraksjonen (NP) viser seg å være mest potent.  

Det er tidligere rapportert at partikulære β-glukaner kan være involvert i aktivering av 

komplementsystemet via den alternative signalveien (Huang et al., 2012). Dette kan være en 

av årsakene for aktiviteten til NP, siden resultatene fra monosakkaridsammensetningen viste 

at NP inneholder høy andel Glc, mer enn SP (tabell 7), som videre kan tyde på tilstedeværelse 

av β-glukaner. 

Tabell 8. ICH50-verdier av NP, SP, PC og BP-II. 

Prøvefraksjon NP SP PC BP-II 

ICH₅₀-verdi 

(µg/ml) 

17 126,3 61,1 33,4 

 

-40

-20

0

20

40

60

80

100

0 100 200 300

NP

SP

PC

BP-II%
 h

em
m

in
g 

av
 h

em
o

ly
se

Konsentrasjon µg/ml



75 

 

 

Figur 33. ICH₅₀ BP-II/ ICH₅₀ fraksjonene. BP-II har en aktivitet med ICH₅₀ = 33,4 µg/ml. 

4.4.3 DPPH-scavenging aktivitet 

Det ble utført DPPH-test på etanolekstraktet, EE, og melanin-anriket fraksjon, BES (metode 

2.7.3). Både EE og BES har antatt innhold av polyfenoliske forbindelser som kan reagere med 

DPPH ved å donere et proton til dette reaktive radikalet.  

Resultatene er presentert som IC₅₀-verdier (konsentrasjonen av prøven som gir 50% 

scavenging av DPPH). Quercetin ble brukt som positiv kontroll og ga IC₅₀-verdi på 5,2µg/ml 

+/- 0,2. Den høyeste konsentrasjon av prøvene som ble testet var 1mg/ml. BES viste ikke 

radikalfangende aktivitet ved benyttede konsentrasjoner. En av grunnene til at BES ikke viste 

radikalfangende aktivitet kan være den relative uløseligheten i MeOH. Det er rapportert 

DPPH-radikalfangende aktivitet av I. obliquus tidligere der en polyfenolrik fraksjon (Fc) ga 

antioksidant aktivitet på konsentrasjoner høyere enn 5 µg/ml. Denne fraksjonen hadde blitt 

isolert ved ekstraksjon med 80 % etanol etterfulgt av ekstraksjon med kokende vann. Videre 

hadde den blitt renset opp med 95% etanol etterfulgt av ekstraksjon med etylacetat (Cui et al., 

2005). BES bør testes i høyere konsentrasjoner, og løses i andre løsningsmidler.  

Den radikalfangende aktiviteten av ekstraktet EE viste seg å være konsentrasjonsavhengig, 

men ekstraktet har en lav radikalfangende aktivitet med IC₅₀ på 288,8 µg/ml +/- 24 (figur 34). 

Det er tidligere isolert triterpenoider og steroider fra I. obliquus og vist at innholdet av disse 

også kan ha noe å si for fri radikal-scavenging effekt (Cui et al., 2005). Resultater fra NMR av 
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EE kan tyde på innhold av terpenoider i ekstraktet. Ved å rense opp ekstraktet, kunne det 

hende man hadde fått isolert opp rensubstanser med bedre radikalfangende effekt. 

 

Figur 34. IC₅₀-verdi av etanolekstraktet EE sammenlignet med IC₅₀-verdi av quercetin 
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5 Konklusjon 

Målene med oppgaven var å isolere og separere polysakkarider og melanin fra I. obliquus, 

undersøke struktur av disse, samt biologisk aktivitet. 

Pulverisert indre lag av I. obliquus ble ekstrahert med 96 % etanol, og deretter med kokende 

vann. Vannekstrakt av I. obliquus er tidligere rapportert å inneholde store mengder av 

fargepigmentet melanin. Polysakkaridene i vannekstraktet CTE ble separert fra melanin ved 

etanolpresipitering etterfulgt av utfelling av melanin med saltsyre. Polysakkaridrikt 

sluttprodukt, PC, ble videre opprenset ved ionebytterkromatografi og ga opphav til en nøytral 

polysakkaridfraksjon (NP) og en sur polysakkaridfraksjon (SP). Utbytte av NP i forhold til PC 

var 2 %, mens utbytte av SP i forhold til PC var 6,7 %. Begge fraksjonene så rene ut, uten 

brun farge som er karakteristisk for melanin.  

Strukturstudier av de isolerte polysakkaridfraksjonene viste at de inneholdt hovedsakelig Glc 

(opptil 58,6 % i NP), noe som mest sannsynlig stammer fra β-glukaner som er vanlig å finne i 

medisinsk sopp. Hovedforskjellen i monosakkaridinnhold i NP og SP er uronsyren GlcA, som 

ikke ble funnet i NP. Videre har NP et høyere totalt karbohydratinnhold. I de biologiske 

testene viste både SP og NP i konsentrasjon 100µg/ml en statistisk signifikant effekt når det 

gjaldt stimulering til NO-frigjøring fra dendrittiske celler, mens det var NP som viste seg å ha 

mest potent komplementfikserende aktivitet.  

Etanolekstraktet (EE) og melaninanriket fraksjon etter syrebehandling (BES) ble undersøkt 

for antioksiderende aktivitet, da det er kjent at melanin inneholder polyfenoliske forbindelser. 

Grunnet lavt løselighet av BES i løsemiddel viste den ingen DPPH - radikalfangende aktivitet, 

mens EE viste seg å ha en lav konsentrasjonsavhengig radikalfangende aktivitet. 

EE og BES ble analysert ved NMR-spektroskopi. Analysene indikerte innhold av terpenoider 

og styrylpyroner i EE, mens NMR-analyser av BES var vanskelig å tolke på grunn av lav 

løselighet av fraksjonen i aktuelle løsemidler. Det er ønskelig å utføre 15N NMR av 

melaninfraksjoner for videre oppklaring av struktur av melanin. 
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Reagensliste 

1,1-difenyl-2-pikrylhydrazyl (DPPH) Sigma- Aldrich 

 Aceton Sigma- Aldrich 

Albumin fra bovint serum (BSA) Sigma- Aldrich 

Biophytum petersianum- pektinfraksjon BP-II Farmasøytisk institutt 

Dendrittiske celler derivert fra mus (D2SC/1) Rikshospitalet 

Deuterert metanol (CD₃OD) Sigma- Aldrich 

Diklormetan (DCM) Sigma- Aldrich 

Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM) Gibco 

Etanol (EtOH), 96% Sigma- Aldrich 

Erytrocytter Blod fra sau, tappet 29/09-17, Bygdø 

Kongsgård 

Fetal bovine serum (FBS) Gibco 

Fenol, 4 % Merck 

Ferulsyre Sigma- Aldrich 

Fosfatbuffer (PBS) Gibco 

Folin- ciocalteu reagens Merck 

Heksan Merck 

INFγ (rekombinert fra mus) Peprotech 

Jod- jodkalium reagens Farmasøytisk institutt 

Komplement, serum fra ECG Folkehelseinstitutt 

Lipopolysakkarid (LPS) Sigma- Aldrich 

Mannitol i vannfri metanol (intern standard) Farmasøytisk institutt 

Metanol (MeOH) VWR Chemicals, Prolabo 

Natriumazid (NaN₃) Merck 
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Natriumkarbonat (Na₂CO₃) Merck 

Natriumklorid (NaCl) VWR Chemicals, Prolabo 

Natriumhydroksid (NaOH) VWR Chemicals, Prolabo 

Natriumnitrat (NaNO₂) Farmasøytisk institutt 

Pankreatin fra svin Sigma- Aldrich 

Protein assay dye reagent concentrate Bio- Rad 

Saltsyre (HCl), konsentrert 37 % VWR Chemicals, Prolabo 

Stivelse Merck 

Svovelsyre, konsentrert 95% Merck 

TMS- reagens Farmasøytisk institutt 

Toluen Sigma- Aldrich 

Triptan blue stain Life technologies 

Veronalbuffer (CFT pH 7,2) Virion 

Virion amboceptor 9020, antistoff Virion 
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