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ÁGRIP 
 

Jafnar eru ævaforn hópur gróplanta sem þekktur er fyrir að framleiða lýkópódíum 

alkalóíða. Sumir þeirra hafa reynst öflugir hindrar á ensímið asetýlkólínesterasa og 

gætu því mögulega dregið úr einkennum Alzheimerssjúkdómsins. Litunarjafni 

(Diphasiastrum alpinum) er ein af fimm jafnategundum sem vaxa á Íslandi. 

Efnainnihald hans hefur lítið verið rannsakað til þessa, en einungis hefur ein 

vísindagrein verið birt um efnið þar sem fjórum alkalóíðum er lýst.  

Markmið þessa verkefnis var að rannsaka lýkópódíum alkalóíða úr litunarjafna 

sem vex á Íslandi, einangra þá, greina efnabyggingar og kanna hvort þeir hafi 

andkólínesterasavirkni in vitro.  

Ofanjarðarhlutar litunarjafna voru úrhlutaðir og extröktin upphreinsuð með 

fasaskiljun í skiltrekt. Fastfasasúluskiljun var því næst gerð til að aðskilja alkalóíðana 

og voru þeir síðan einangraðir með háþrýstivökvaskiljun. Við byggingarákvörðun 

alkalóíðanna var notast við einvíð og tvívíð prótónu- og kolefniskjarnsegulmælingar. 

Andkólínesterasavirknin var ákvörðuð in vitro með ljósgleypnimælingum. 

Rannsóknin leiddi í ljós að litunarjafni innihélt a.m.k. 12 alkalóíða en fimm þeirra 

voru byggingarákvarðaðir og andkólínesterasavirkni þeirra mæld. Tveir alkalóíðanna 

reyndust vera lýkópódín og klavólónín sem áður hefur verið lýst úr plöntunni. Hinir 

þrír alkalóíðarnir eru OAc alkalóíðar þar sem einn inniheldur einn OAc hóp og hinir 

tvo OAc hópa. Vísbendingar eru um að annar af alkalóíðunum með tvo OAc hópa sé 

með nýja lýkópódíum alkalóíðabyggingu sem hefur ekki verið lýst áður. Til að fá 

endanlega staðfestingu á efnabyggingum alkalóíðanna er þörf á góðum HMBC rófum 

og MS rófum. Alkalóíðarnir höfðu mjög veik hindrunaráhrif á asetýlkólínesterasa 

með IC50 yfir 1000 µM, sem er hæsti styrkur sem mældur var.  

Enn á eftir að byggingarákvarða þá alkalóíða sem voru einangraðir í < 2 mg magni 

og mæla andkólínesterasavirkni þeirra, en þar gætu leynst alkalóíðar með áður 

óþekktar efnabyggingar og jafnvel öfluga andkólínesterasavirkni.  
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ABSTRACT 
 

Club mosses are an ancient group of plants which are known to produce the uniqe 

class of lycopodium alkaloids. Some of them have been found to possess potent 

anticholinesterase activity and are being considered as possible drug leads against 

Alzheimer’s disease. Five species of clubmoss grow in Iceland including alpine 

clubmoss (Diphasiastrum alpinum). This species has only been studied to a limited 

extent before, and only four lycopodium alkaloids have been reported.  

The aim of this study was to examine the alkaloid content of the Icelandic alpine 

clubmoss, to elucidate their structures and evaluate the in vitro anticholinesterase 

activity. 

Aerial parts of the alpine clubmoss were extracted and the extract purified using 

phase separation. Fractionation was performed with SPE and the alkaloids isolated 

with HPLC. The structure elucidation was performed using 1D and 2D proton and 

carbon NMR spectroscopy. The in vitro anticholinesterase activity was evaluated with 

light absorbtion measurements. 

The investigation showed that the Icelandic alpine clubmoss contains at least 12 

alkaloids. Five of them were analyzed further. ALK 1-2 were shown to be lycopodine 

and clavolonine, previously described from alpine clubmoss. ALK 3-5, all have one 

or two OAc groups attached to their basic skeleton and have not been described from 

alpine clubmoss before. ALK 5 is probably a new natural compound isolated for the 

first time. To complete the structural analysis of ALK 3-5 a better HMBC spectrum as 

well as MS spectrum are needed. The five alkaloids had IC50 >1000 µM. Compared 

with physostigmine (IC50 0,65 µM) the alkaloids have very weak inhibition effects on 

acetylcholinesterase.  

There are still seven alkaloid structures which have not been structurally 

characterized and their anticholinesterase activity has not been determined. Some of 

them might possess new structures or turn out to be potent acetylcholinesterase 

inhibitors. 
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1 INNGANGUR 

 
1.1  Jafnar 
Jafnar eru stór hópur planta sem ásamt burknum, elftingum, álftalauk og tungljurt 

tilheyra flokki byrkninga (Kristinsson, 2010). Finna má yfir 500 tegundir jafna 

víðsvegar í heiminum (X. Q. Ma & Gang, 2004). Á Íslandi vaxa einungis fimm 

tegundir: burstajafni (Lycopodium clavatum) (a), mosajafni (Selaginella selaginoides) 

(b), lyngjafni (Lycopodium annotinum) (c), skollafingur (Huperzia selago) (d) og 

litunarjafni (Diphasiastrum alpinum) (e) (Kristinsson, 2010). Ljósmyndir af 

plöntunum má sjá á mynd 1. 

 

   
a b c 

  
d e 

Mynd 1: Jafnategundir sem vaxa á Íslandi. a) burstajafni, b) mosajafni, c) lyngjafni, d) 
skollafingur og e) litunarjafni (Kristinsson, 2010). 

 

Burstajafni er friðaður á Íslandi en hann hefur einungis fundist á einum stað á 

landinu, í Ormstaðafjalli í Breiðdal (Kristinsson, 2010).  

Jafnar eiga sér langa og víðtæka steingervingasögu. Sumar tegundirnar í hópnum 

eru með elstu landplöntum sem finnast á jörðinni og voru stór hluti af gróðurríkinu  

seint á fornlíföld, fyrir um 300 milljónum ára (Wikström & Kenrick, 2001). Á 

kolatímabilinu voru jafnar allsráðandi á fenjasvæðum og uxu þá sem mikilfengleg tré 

allt að 40 m í loft upp en þessi tré eru nú útdauð (Novak, 1972; Wikström & Kenrick, 
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2001). Þær jafnategundir sem eftir lifa eru smávaxnar og þær eru nú aðeins nálægt 1% 

af núlifandi landplöntum (Novak, 1972). Athyglisvert þykir að þrátt fyrir fornan 

uppruna hafa jafnar lítið breyst frá upphafi. Formfræði laufa, greina og köngla 

núlifandi tegunda er mjög lík þeirri sem sést í elstu steingervingum. Sumar tegundir af 

jafnaættkvíslinni Huperzia eru því sem næst óaðgreinanlegar frá útdauðu 

jafnategundinni Baragwanathia og hafa þær af þessum sökum fengið viðurnefnið 

lifandi steingervingar (Wikström & Kenrick, 2001). 

Jafnar einkennast af lágum, sígrænum, mosalíkum og laufalöguðum öxum á endum 

mosalíkra greina (Ayer & Trifonov, 1994). Ólíkt blómplöntum mynda jafnar ekki fræ 

og bera engin blóm. Þess í stað bera þeir svokallaðar gróhirslur sem staðsettar eru í 

blaðöxlunum og framleiða þær mikið magn gróa. Þegar gróin spíra myndast forkím 

sem er undantekningarlaust mjög smávaxið. Á forkíminu myndast svo kynfrumur sem 

frjóvgun verður á og upp af okfrumunni sem verður til við samruna kynfrumanna vex 

jafninn (Kristinsson, 2010). Vert er að geta þess að gróunum var safnað hér áður fyrr 

og þau notuð til lyfjagerðar. Þetta fíngerða gula gróduft var kallað nornamjöl og var 

sett utan á pillur til að hindra samloðun þeirra (Novak, 1972).  

Ekki eru menn á eitt sáttir um hvernig flokka eigi jafna og eru til nokkrar útfærslur 

af flokkunarkerfi fyrir þá. Jafnar tilheyra ættinni Lycopodiaceae sem upphaflega var 

skipt í tvær ættkvíslir, Lycopodium og Phylloglossum (Cobb, Farnsworth, & Lowe, 

2005). Nýrra flokkunarkerfi hefur enn fleiri ættkvíslir og þá bætist við meðal annars 

ættkvíslin Diphasiastrum (Thomas & Brack-Hanes, 1984). Sumir flokkunarfræðingar 

setja Huperzia undir sér ætt sem kallast Huperziaceae (Cobb, et al., 2005)  

Hér verður athyglinni sérstaklega beint að litunarjafna.  

 

1.2  Litunarjafni (Diphasiastrum alpinum) 
Litunarjafni er tiltölulega algengur hér á landi og tilheyrir hann ættkvíslinni 

Diphasiastrum (sjá töflu 1). Litunarjafni bar áður latneska heitið Lycopodium alpinum 

(Kukkonen, 2000). 
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Tafla 1: Flokkun litunarjafna. 

Ríki Plönturíkið 

Fylking Lycopodophyta 

Flokkur Lycopodiopsida 

Ætt Lycopodiaceae 

Ættkvísl Diphasiastrum 

Tegund Diphasiastrum alpinum 

 

Kjörlendi hans er á snjóþungum svæðum, sérstaklega í lautum og dældum en hann 

finnst einnig innan um lyng og hrís (Kristinsson, 2010). Dreifingu plöntunnar á 

Íslandi má sjá á mynd 2.  

 

Mynd 2: Dreifing litunarjafna á Íslandi (Kristinsson, 2010).  

Stönglar plöntunnar eru langir og jarðlægir með uppréttum, marggreindum 

greinum. Blöðin eru 3-4 mm að lengd, kúpt að utan og eru oftast með sljóum oddi. 

Stönglar litunarjafna virðast mjórri en annarra jafna sem vaxa á Íslandi og er ástæðan 

sú að blöðin eru aðlæg stönglinum með aðsveigðum jöðrum. Þannig greinist 

litunarjafni frá öðrum íslenskum jöfnum. Greinar plöntunnar ná uppréttar 8-15 sm 

hæð og jarðlægir stönglar geta orðið 50 sm eða lengri (Kristinsson, 2007). Sjá má á 

mynd 3 hvernig plantan lítur út. 
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Mynd 3: Litunarjafni (ljósmynd: Elsa Steinunn Halldórsdóttir). 

Eins og nafn plöntunnar bendir til var hún á öldum áður notuð til litunar (Novak, 

1972).  

 

1.3  Lýkópódíum alkalóíðar 
Jafnar eru þekktir fyrir að innihalda ríkulegt magn lýkópódíum alkalóíða (Tori, et al., 

2000). Áður en fjallað er nánar um þá er rétt að gera almenna grein fyrir alkalóíðum. 

 

1.3.1 Alkalóíðar 
Alkalóíðar eru hringlaga lífræn efnasambönd, mynduð út frá amínósýrum, sem 

innihalda köfnunarefni í neikvæðu oxunarástandi og hafa takmarkaða útbreiðslu í 

lífríkinu (Popl, Fähnrich, & Tatar, 1990). Alkalóíða er ekki að finna í öllum 

plöntuættum og eru sjaldgæfir í bakteríum, sveppum, þörungum og fléttum auk þess 

sem ekki er algengt að finna þá í burknum og barrtrjám (Samuelsson, 2004). Á síðustu 

árum hafa alkalóíðar fundist í ýmsum spendýrum, sníkjudýrum, hryggdýrum, og 

skordýrum (Cordell, Quinn-Beattie, & Farnsworth, 2001).  

Alkalóíðar geta verið til staðar í öllum plöntuhlutum (Samuelsson, 2004) en eru þó 

ekki jafnt dreifðir um plöntuna. Yfirleitt innihalda einhverjir tilteknir plöntuhlutar, 

einn eða fleiri, meira magn alkalóíða en aðrir (Cordell, et al., 2001). Sá plöntuhluti 

sem inniheldur mesta magnið þarf þó ekki að vera myndunarstaður alkalóíðanna en 

virkur flutningur alkalóíða milli plöntuhluta hefur verið staðfestur í mörgum plöntum. 
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Dæmi um plöntuhluta sem oft innihalda ríkulegt magn af alkalóíðum eru laufblöð, 

börkur og aldin (Samuelsson, 2004).  

Hlutverk alkalóíða fyrir plöntur er ekki með öllu ljóst en eins og með öll önnur 

annars stigs efnasambönd í plöntum gildir að þau eru mynduð í plöntunni en taka ekki 

þátt í þeim efnaskiptum sem nauðsynleg eru til að plantan geti lifað og þróast. Ýmsar 

kenningar hafa verið settar fram um hlutverk alkalóíða fyrir plöntur eins og t.d. að 

þeir virki sem vörn gegn áti grasbíta en grasbítar virðast forðast plöntur sem innihalda 

alkalóíða (Samuelsson, 2004).  

Margir alkalóíðar hafa lífvirkni og geta þeir verið mjög virkir og jafnvel eitraðir 

(Cordell, et al., 2001). Margir alkalóíðar hafa ratað inn á lyfjamarkaðinn en meðal 

þeirra eru mikilvæg lyf eins og verkjalyfið morfín sem og krabbameinslyfin vinkristín 

og vinblastín (Samuelsson, 2004). Alkalóíðar hafa einnig komið að gagni við 

meðhöndlun á malaríu, Parkinson sjúkdómi, háþrýstingi og við röskun í 

miðtaugakerfinu og má þar nefna Alzheimerssjúkdóminn sem dæmi (Rathbone & 

Bruce, 2002). Eitt af Alzheimerslyfjunum á markaði er náttúrulegi alkalóíðinn 

galantamín sem er að finna í vetrargosa og fleiri skyldum plöntum af páskaliljuætt (X. 

Ma & Gang, 2008) Það beinir athyglinni að lýkópódíum alkalóíðum en sumir þeirra 

eru efnilegir lyfjasprotar fyrir Alzheimerslyf.  

 

1.3.2 Lýkópódíum alkalóíðar 
Lýkópódíum alkalóíðar eru hópur efnasambanda sem upphaflega voru einangraðir úr 

plöntum af jafnaættkvíslinni Lycopodium. Þessi efnasambönd eru byggingarfræðilega 

skyld en hafa þó mikinn efnafræðilegan fjölbreytileika bæði hvað varðar 

kolefnisgrunnbyggingu og sethópa (Halldorsdottir, Jaroszewski, & Olafsdottir, 2010; 

X. Q. Ma & Gang, 2004). Árið 2004 var búið að skilgreina 201 lýkópódíum alkalóíð 

úr 54 jafnategundum (X. Q. Ma & Gang, 2004). 

Lykópódíum alkalóíðar falla undir flokk alkalóíða sem nefnast quinolizine eða 

pýridín og α-pýridón alkalóíðar. Þeir hafa oftast grunnbyggingu sem samanstendur af 

16 kolefnisatómum en þó finnast einnig lýkópódíum alkalóíðar með allt að 32 

kolefnisatóm og einnig færri en 16 kolefnisatóm (X. Q. Ma & Gang, 2004).  

Fyrstu rannsóknir sem gerðar voru á lýkópódíum alkalóíðum ná aftur til ársins 

1881 en þá var fyrsti lýkópódíum alkalóíðinn einangraður og fékk hann heitið 

lýkópódín. Víðtækar rannsóknir á þessu sviði hófust svo ekki aftur fyrr en um 60 
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árum síðar en þá fór bygging þessara efnasambanda að skýrast (Ayer, 1991). Á 

árunum 1986-1990 var mikil gróska í rannsóknum á lýkópódíum alkalóíðum og 

andkólínesterasavirkni sumra þeirra var að uppgötvast á þessum árum (Ayer & 

Trifonov, 1994).  

 

1.3.3 Flokkun lýkópódíum alkalóíða 
W. A. Ayer var efnafræðingur sem eyddi meirihluta af ferli sínum við rannsóknir á 

lýkópódíum alkalóíðum og gaf út fjöldann allan af mikilvægum vísindagreinum og 

yfirlitsgreinum um efnið. Lýkópódíum alkalóíðar hafa eins og áður sagði mikinn 

fjölbreytileika bæði hvað varðar kolefnisbyggingu og sethópa og hefur þeim verið 

skipt í flokka eftir mismunandi flokkunarkerfum (X. Q. Ma & Gang, 2004). Fyrst var 

þeim skipt í fjóra flokka eftir því hversu mörg kolefni og köfnunarefni þeir innihéldu. 

Flokkarnir voru C16N alkalóíðar, C16N2 alkalóíðar, C27N3 alkalóíðar og blandaður 

flokkur (MacLean, 1985). Seinna var lýkópódium alkalóíðunum skipt í flokka eftir 

grunnbyggingum ákveðinna alkalóíða sem voru fulltrúar hvers flokks. Þessir 

lýkópódíum alkalóíðar eru lýkópódín, lýkódín, favsettimín og flegmarín (Ayer & 

Trifonov, 1994; X. Q. Ma & Gang, 2004). Hér verður gerð nánari grein fyrir þeim. 

 

1.3.3.1 Lýkópódín flokkur 

Lýkópódíum alkalóíðar sem tilheyra þessum flokki virðast vera hvað mest dreifðir í 

plönturíkinu af þessum fjórum flokkum. Fulltrúi þessa hóps er lýkópódín (X. Q. Ma 

& Gang, 2004). Efnabyggingu lýkópódíns má sjá á mynd 4. 

 

 

Mynd 4: Efnabygging lýkópódíns. 
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Lýkópódíum alkalóíðar sem tilheyra lýkópódín flokknum einkennast af fjórum 

samtengdum sexliðuðum hringjum merktir A, B, C og D (sjá mynd 4). Hringir A og C 

eru heterohringir með köfnunarefni en þetta eru svokölluð quinolizidín hringkerfi (X. 

Q. Ma & Gang, 2004; MacLean, 1985). Algengt er að sjá karbónýlhóp í þessum 

efnasamböndum og er hann oftast nær staðsettur á kolefni nr. 5 en hann getur einnig 

verið staðsettur á kolefni nr. 6. Oxun er algeng á kolefni nr. 4 og 6, í α-stöðu á kolefni 

nr. 5 og á tertíeru kolefnunum nr. 7 og 12 (X. Q. Ma & Gang, 2004).  

Hringir A, B og C eru efnafræðilega stöðugir en breytingar geta orðið í byggingu 

D-hringsins (X. Q. Ma & Gang, 2004). Svo dæmi sé tekið þá getur hann klofnað milli 

kolefna nr. 8 og 15 í annotinín og milli kolefna nr. 7 og 8 í annotín (Hughes, Gerard, 

& Maclean, 1989). 

 

1.3.3.2 Lýkódín flokkur 

Lýkódín flokkurinn hefur þótt mjög áhugaverður fyrir þær sakir að allir lýkópódíum 

alkalóíðar sem mælst hafa með andkólínesterasavirkni tilheyra þessum flokki. Þar ber 

helst að nefna huperzín A en einnig má nefna huperzín B, N-metýl-huperzín B og 

huperzínín (X. Q. Ma & Gang, 2004). Gerð verður nánari grein fyrir lífvirkni 

lýkópódíum alkalóíða hér á eftir.  

Lýkópódíum alkalóíðar í þessum flokki hafa tvö köfnunarefni ólíkt þeim sem 

tilheyra lýkópódín flokknum sem einungis hafa eitt köfnunarefni (Ayer & Trifonov, 

1994). Þessir alkalóíðar hafa einnig fjóra hringi eins og efnasambönd í lýkópódín 

flokknum þar sem hringir B, C og D eru þeir sömu (X. Q. Ma & Gang, 2004). A 

hringurinn er hins vegar frábrugðinn þar sem hann hefur opnast og endurraðast í 

pýridín, α-pýridón heterohring eða vetnað pýridín (Ayer & Trifonov, 1994; X. Q. Ma 

& Gang, 2004). Fulltrúi þessa flokks er lýkódín (Ayer & Trifonov, 1994) en 

efnabyggingu þess má sjá á mynd 5. Þar sést einnig númerakerfi kolefnanna og röðun 

hringjanna A, B, C og D. 
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Mynd 5: Efnabygging lýkódíns. 

 

1.3.3.3 Favsettimín flokkur 

Lýkópódíum alkalóíðum sem tilheyra þessum flokki er skipt í tvo undirflokka eftir því 

hvort þeir hafa favsettiman eða favsettidan grunnbyggingu. Þessar tvær 

grunnbyggingar eru flokkaðar saman vegna þess að favsettimín, sem er fulltrúi 

flokksins, er í jafnvægi á milli ketóamín- og karbinólamínformsins (Ayer & Trifonov, 

1994). Á mynd 6 má sjá grunnbyggingarnar tvær ásamt ketóamín og karbinólform 

favsettimíns.  

       

a b c d 

Mynd 6: Efnabyggingar í favsettimín flokknum. a) favsettiman grunnbygging, b) favsettidan 
grunnbygging, c) ketó amínóform favsettimíns og d) karbínólamínform favsettimíns.  

 

Lýkópódíum alkalóíðar sem tilheyra þessum flokki eru í raun afurðir þess þegar 

tengi milli kolefnis nr. 4 og 13 í lýkópódíum alkalóíðum af lýkópódínflokki færist á 

milli kolefnis nr. 4 og 12 (X. Q. Ma & Gang, 2004). Þá myndast fimmliðaður B 
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hringur sem er einkennandi fyrir þennan flokk og finnst ekki í alkalóíðum sem 

tilheyra hinum flokkunum (Ayer & Trifonov, 1994).  

 

1.3.3.4 Flegmarín flokkur (blandaður flokkur) 

Lýkópódíum alkalóíðar sem tilheyra þessum flokki eru allir þeir sem hafa 

grunnbyggingu sem ekki passar við hina þrjá flokkana. Mjög fjölbreytilegar 

efnabyggingar má finna í þessum flokki. Hér finnast meðal annars alkalóíðar með 12 

kolefni í grunnbyggingu sinni og einnig alkalóíðar með þrjú köfnunarefni (Ayer & 

Trifonov, 1994).  

Fulltrúi flokksins er flegmarín en allir lýkópódíum alkalóíðar sem tilheyra 

flokknum teljast leiddir af flegmarín auk þess sem flegmarín virðist spila 

lykilhlutverki í lífmyndun allra lýkópódíum alkalóíða (X. Q. Ma & Gang, 2004). 

Efnabyggingu flegmaríns má sjá á mynd 7: 

 

 

Mynd 7: Efnabygging flegmaríns. 

 

Ólíkt öðrum lýkópódíum alkalóíðum er kolefni 4 ótengt kolefni 12 eða 13. Einnig 

er algengt að þessir alkalóíðar hafi þrjá hringi í grunnbyggingu sinni í stað fjögurra 

eins og á við um alkalóíða í hinum þremur flokkunum. Undantekning eru nokkrir 

lýkópódíum alkalóíðar sem hafa sex hringi í grunnbyggingu sinni. Einnig finnast 

nokkrir alkalóíðar í þessum flokki sem hafa einungis tvo hringi í grunnbyggingu sinni 

og eru því efnafræðilega einföldustu lýkópódíum alkalóíðarnir (Ayer & Trifonov, 

1994). 
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1.3.4 Lífmyndun lýkópódíum alkalóíða 
Fáar rannsóknir hafa verið gerðar á lífmyndun lýkópódíum alkalóíða. Helstu 

ástæðurnar eru hversu erfiðar rannsóknirnar hafa þótt í framkvæmd. Erfiðleikarnir 

felast einkum í því hversu tímafrekt og erfitt er að rækta upp jafna og hversu litlar 

heimturnar eru af lýkópódíum alkalóíðum (Ayer & Trifonov, 1994; X. Q. Ma & 

Gang, 2004).  

Þar sem alkalóíðar með lýkópódín grunnbyggingu eru hvað mest dreifðir í 

plönturíkinu þá hefur lífmyndun lýkópódíns vakið einna mestan áhuga vísindamanna 

(MacLean, 1985). Rannsóknir á lífmyndunarferli lýkópódíns hafa sýnt að asetat og 

amínósýran lýsín séu aðalbyggingareiningarnar í lífmyndunarferli þess (Ayer & 

Trifonov, 1994). 

 

1.3.5 Lífvirkni lýkópódíum alkalóíða 
Kínverska alþýðulækningajurtin og jafnategundin Huperzia serrata, eða Qian Ceng 

Ta, ásamt fleiri jafnategundum á sér langa sögu um notkun í kínverskum 

alþýðulækningum. Þekkt er að jurtin hafi verið notuð við ábendingum eins og mari, 

álagi, bólgu og geðklofa ásamt því að vera notuð við vöðvaslensfári og við eitrun af 

völdum lífrænna fosfata (e. organophosphate poisoning). Lýkópódíum alkalóíðar hafa 

sýnt greinileg áhrif í sjúkdómum sem herja á hreyfitaugakerfið og hjarta- og 

æðakerfið. Einnig hafa þeir sýnt jákvæð áhrif á minni og lærdóm (X. Q. Ma & Gang, 

2004; Xu, et al., 2003).  

Áhugi vísindamanna á lífvirkni lýkópódíum alkalóíða hefur aðallega beinst að 

þeirri staðreynd að sumir þeirra eru öflugir hindrar á ensímið asetýlkólínesterasa. 

Asetýlkólínesterasi er ensím sem hvatar niðurbrot taugaboðefnisins asetýlkólíns. 

Nánar tiltekið hvatar það vötnun estertengisins í taugaboðefninu og stöðvar þannig 

taugaboðið sem asetýlkólín miðlar gegnum kólínerg taugamót (Li, et al., 2007). 

Asetýlkólínesterasi í mönnum samanstendur af föstum kjarna úr 534 amínósýrum og 

breytilegri C-endastæðri peptíðkeðju og tilheyrir alfa/beta hýdrólasa yfirensímættinni. 

Hvarfstöð ensímsins samanstendur af serín-histidín-glútamat amínósýruþrennu (triad) 

sem staðsett er á botni 20 Å langrar raufar sem gengur hálfa leið inn í 

ensímbygginguna frá yfirborði þess (Zimmerman & Soreq, 2006). Raufina þekja að 

innan 14 arómatískar amínósýrur (Halldorsdottir, et al., 2010).  
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Ýmsar rannsóknir hafa verið gerðar á andkólínesterasavirkni lýkópódíum alkalóíða 

og þá aðallega á huperzín A sem er sem stendur í matsferli hvað varðar klíníska 

verkun í meðhöndlun við Alzheimerssjúkdómi (Francis, Nordberg, & Arnold, 2005). 

 

1.3.6 Lýkópódíum alkalóíðar í íslenskum jöfnum 
Lyngjafni hefur nokkuð verið rannsakaður með tilliti til alkalóíðainnihalds. Til 

þessa hefur 29 lýkópódíum alkalóíðum verið lýst úr plöntunni. Halldorsdottir o.fl. 

(2010) könnuðu alkalóíðainnihald í íslenskum lyngjafna og er lýst einangrun 11 

alkalóíða en einn þeirra var hinn áður óþekkti alkalóíði annotín N-oxíð. Hinir voru 

annotín, annotínín, lýkódólín, lýkópóserramín M, anhýdrólýkódólín, gnidíoidín, 

lýkófólín, lannótinidín D og akrifólín. Allir 11 alkalóíðarnir tilheyra lýkópódín 

flokknum en þeir sýndu allir litla hamningu á asetýlkólínesterasa samanborið við 

huperzín A og B.  

Stærk o.fl. (2004) könnuðu alkalóíðainnihald í íslenskum skollafingri þar sem 

einangraðir voru þrír lýkópódíum alkalóíðar: huperzín A, serratidín og selagólín. 

Selagólíni hafði aldrei áður verið lýst og var því um nýjan lýkópódíum alkalóíð að 

ræða.  

Litunarjafni er lítið rannsökuð jafnategund hvað varðar  alkalóíðainnihald. 

Einungis ein vísindagrein um efnið hefur verið birt og er hún frönsk eftir Miller og 

félaga (1971b). Þeir einangruðu fjóra alkalóíða úr litunarjafna og reyndust þeir vera 

lýkópódín (a), lýkóklavín (b), klavólónín (c) og des-N-metýl-α-obskurín (d). 

Efnabyggingar alkalóíðanna má sjá á mynd 8.  

 

       

a b c d 

Mynd 8: Efnabygginar lýkópódíum alkalóíða sem einangraðir hafa verið úr litunarjafna. a) 
lýkópódín, b) lýkóklavín, c) klavólónín og d) Des-N-metýl-α-obskurín. 
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Lýkópódín, lýkóklavín og klavólónín tilheyra lýkópódín flokknum en des-N-metýl-

α-obskurín tilheyrir lýkódín flokknum (Miller, et al., 1971b).  

Töluvert hefur verið birt af erlendum rannsóknum á alkalóíðainnihaldi burstajafna 

en eins og áður hefur komið fram er plantan friðuð hér á landi. Guðbrandsson (2008) 

kannaði lýkópódíum alkalóíðainnihald mosajafna. Hann virtist innihalda fimm 

alkalóíða en ekki tókst að einangra þá í nægilegu magni til greiningar. Alkalóíðum úr 

mosajafna hefur ekki verið lýst fyrr.  

 

1.4  Alzheimerssjúkdómurinn 
Alzheimerssjúkdómurinn er nefndur í höfuðið á fræðimanninum sem fyrst lýsti 

sjúkdómnum, Alois Alzheimer, árið 1907. Alzheimer er taugahrörnunarsjúkdómur og 

er hann algengasta orsök vitglapa. Sjúkdómurinn lýsir sér í stigvaxandi og ágengri 

heilabilun sem hefur áhrif á vitræna getu og hegðun (Slattum, Swerdlow, & Hill, 

2008).  

Lækning við Alzheimerssjúkdómnum er eitt stærsta verkefni á sviði lyfjaþróunar 

sem fræðasamfélagið stendur frammi fyrir (Bolognesi, Matera, Minarini, Rosini, & 

Melchiorre, 2009). Yfir 20 milljónir manna um heim allan þjást af 

Alzheimerssjúkdómnum og talið er líklegt að sú tala muni tvöfaldast að 20 árum 

liðnum samfara hækkandi lífaldri (X. Ma & Gang, 2008). Enn hafa engin áhrifarík lyf 

komið á markað sem lækna sjúkdóminn (Bolognesi, et al., 2009) en hann er talinn 

vera þriðja helsta dánarorsök í hinum vestræna heimi, næst á eftir hjarta- og 

æðasjúkdómum og krabbameini. Gangur sjúkdómsins er oftast hægur og getur tekið 

áratug að þróast (X. Ma & Gang, 2008). Í yfir 90% tilfella er sjúkdómurinn 

stakstæður (e. sporadic) og herjar á fólk yfir 60 ára aldri (Shah, et al., 2008).  

Meingerð Alzheimer er ekki að fullu ljós þótt hún hafi verið rannsökuð lengi og 

margar tilgátur hafi verið settar fram. Talið er að ástæður Alzheimerssjúkdómsins séu 

minnkuð kólínerg virkni, oxunarálag (e. oxidative stress), útfelling Aβ próteina í 

miðtaugakerfinu, bólgumiðlar, skortur á sterahormónum og ofleiðni í miðtaugakerfinu 

af völdum glútamats. Einnig hefur verið bent á að matarræði hafi áhrif á framgang 

Alzheimersjúkdómsins. Meðferð við sjúkdómnum hefur aðallega beinst að því að 

auka kólínerga virkni en auk þess hafa andoxunarefni, statín, bólgueyðandi lyf sem 

ekki eru sterar og hormónameðferðir verið notaðar (Shah, et al., 2008). Þessar 

lyfjameðferðir lækna ekki sjúkdóminn heldur virka aðeins á þann hátt að halda 
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einkennum sjúkdómsins niðri en á endanum leiðir sjúkdómurinn til dauða (Slattum, et 

al., 2008).  

 

1.4.1 Asetýlkólínesterasahindrar 
Eins fram kemur hér að ofan er engin lækning þekkt við Alzheimerssjúkdómnum en 

nokkur lyf hafa komið á markað sem halda einkennum sjúkdómsins niðri (X. Ma & 

Gang, 2008). Kólínerga kerfið leikur mikilvægt hlutverk þegar kemur að minni og 

lærdómi en alvarleiki minnisskerðingar í Alzheimerssjúkdómi er í réttu hlutfalli við 

kólínerga virkni. Aukið asetýlkólín í taugamótum dregur því úr minnisskerðingu hjá 

Alzheimerssjúklingum (Liang & Tang, 2004).  

Asetýlkólínesterasahindrar eru þróaðasta lyfjameðferðin en þeir auka magn 

asetýlkólíns í taugamótum og auka þar með kólínerg taugaboð (e. neurotransmission) 

(Farlow, Miller, & Pejovic, 2008). Einnig eru lyfin talin hægja á framgangi 

sjúkdómsins með því að minnka magn forvera Aβ próteina og þar með myndunar á 

amyloid próteinum (Shah, et al., 2008).  

Fjórir asetýlkólínesterasahemlar hafa verið samþykktir af FDA (US Food and Drug 

Administration) en það eru lyfin takrín (a), dónepezíl (b), rivastigmín (c) og 

galantamín (d), en tacrín hefur verið tekið af markaði vegna lifrareitrunar (X. Q. Ma 

& Gang, 2004). Efnabyggingar lyfjanna má sjá á mynd 9. 

 

 

 
a b 

 
 

c d 
Mynd 9: Efnabyggingar asetýlkólínesterasahindra sem hafa komið á markað sem Alzheimerslyf. 

a) takrín, b) dónepezíl, c) rivastigmín og d) galantamín. 
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Klínísk nytsemi lyfjanna hefur þó verið takmörkuð vegna stutts helmingunartíma 

og mikilla aukaverkana sem stafa aðallega af kólínergri virkjun utan miðtaugakerfis 

auk þess sem lyfin geta valdið lifrareitrun (Wang, Yan, & Tang, 2006). 

Fjöldi efnilegra efnasambanda sem hindra asetýlkólínesterasa hafa komið fram á 

sjónarsviðið. Meðal þeirra er lýkópódíum alkalóíðinn huperzín A og afleiða þess sem 

kallast ZT-1 (X. Q. Ma & Gang, 2004).  

 

1.4.2 Huperzín A 
Huperzín A, sem einangrað var úr kínversku jafnategundinni Huperzia serrata, hefur 

fengið hvað mesta athygli af þeim lýkópódíum alkalóíðum sem einangraðir hafa verið 

úr jöfnum. Um er að ræða efnasamband sem hefur öflug afturkræf og sértæk 

hindrunaráhrif á asetýlkólínesterasa (Zhang, et al., 2008). Huperzín A virðist hafa 

betri lyfjafræðilega eiginleika en þeir asetýlkólínesterasahindrar sem fyrir eru á 

markaði við meðhöndlun á Alzheimerssjúkdómi en það flæðir betur um 

blóðheilahemilinn, hefur betra aðgengi eftir inntöku um munn og lengri verkunartíma 

(Yan, et al., 2009). Efnabyggingu huperzín A má sjá á mynd 10: 

 

 

Mynd 10: Efnabygging huperzín A. 

 

Liang og Tang (2004) gerðu samanburðarrannsókn þar sem 

asetýlkólínesterasahindrun huperzín A, dónepezíls og rivastigmíns var borin saman í 

rottum. Niðurstöður leiddu í ljós að huperzín A var tvisvar sinnum öflugri hindri en 

dónepezíl og átta sinnum öflugri en rivastigmín í að auka asetýlkólínmagn í 

heilaberki. Huperzín A sýndi einnig lengri verkun og færri aukaverknir en dónepezíl 

og rivastigmín.  
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Sem stendur er huperzín A í klínískum prófunum og hefur lokið fasa II prófunum 

(Francis, et al., 2005). Niðurstöður klínískra prófana á huperzín A í Kína og 

Bandaríkjunum hafa bent til þess að huperzín A sé áhrifaríkt og öruggt lyf sem bæti 

vitræna getu, hegðun og skapferli Alzheimerssjúklinga (X. Q. Ma, Tan, Zhu, Gang, & 

Xiao, 2007).  

Margar tilraunir hafa verið gerðar til að hlutsmíða huperzín A afleiður með aukinni 

andkólínesterasavirkni en einungis örfá efnasambönd hafa komið fram með öflug 

andkólínerg áhrif. Dæmi um slíkt efnasamband er 5-Cl-O-vanillín afleiða sem kallast 

ZT-1 en líkt og huperzín A þá er það í klínískum prófunum bæði í Evrópu og Kína  

(Yan, et al., 2009). Efnabyggingu ZT-1 má sjá á mynd 11.  

 

 

Mynd 11: Efnabygging huperzín A afleiðunnar ZT-1. 

 

Lýkópódíum alkalóíðar eru augljóslega áhugaverður flokkur efnasambanda og ef 

framgangur rannsókna verður á þann veg sem vonast er eftir má gera ráð fyrir að nýtt 

lyf við Alzheimer geti litið dagsins ljós, jafnvel innan fárra ára.  
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2 MARKMIÐ 
 

Jafnar eru forn hópur gróplanta sem framleiðir alkalóíða af lýkópódíum gerð, sem 

sumir hverjir hafa öfluga andkólínesterasavirkni. Litunarjafni (Diphasiastrum 

alpinum) er einn af fimm jafnategundum sem vaxa á Íslandi, en hefur til þessa lítið 

verið rannsakaður efnafræðilega.  

 

Markmið þessa verkefnis er að rannsaka lýkópódum alkalóíða úr litunarjafna sem vex 

á Íslandi, einangra þá, greina efnabyggingar og kanna hvort þeir hafi 

andkólínesterasavirkni in vitro.  

 

Alkalóíðarnir verða einangraðir með hefðbundnum súluskiljunum og 

kjarnsegulgreining notuð við byggingarákvörðun þeirra. Hindrandi áhrif á ensímið 

asetýlkólínesterasa verða mæld með ljósgleypnimælingum.  
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3 EFNI OG TÆKI 
 

3.1 Efni 

3.1.1 Leysar og önnur fljótandi efni 
 

Díklórómetan (dichloromethane) Sigma-Aldrich 

Metanól (methanol) Sigma-Aldrich 

Petróleum eter (petroleum ether) Riedel-de Haën 

Ammóníum hýdroxíð (ammonium hydroxide solution max. 

33% NH3) 

Riedel-de Haën 

Etýl asetat (ethyl acetate) Riedel-de Haën 

Asetónítríl (acetonitrile) Sigma-Aldrich 

Klóróform-D1 (chloroform-D1 UN 1888) Merck 

Ediksýra (acetic acid (glacial) 100% anhydrous) Merck 

Brennisteinssýra (sulfuric acid 95-97%) Merck 

Anisaldehýð (p-anisaldehyde) Sigma 

 

3.1.2 Föst efni 
 

Malaðir ofanjarðarhlutar litunarjafna (Diphasiastrum 

alpinum)  

 

Vínsýra (L(+)-Weinsäure) Merck 

Natríumkarbónat (sodium carbonate anhydrous) Riedel-de Haën 

Magnesíumklóríð (magnesium chloride hexahydrate (max. 

0,0001% Al) puriss) 

Sigma-Aldrich 

Trizma HCl (Trizma® hydrochloride) Sigma 

Albúmín úr nautasermi (albumin from bovine serum, 

mininum 98% electrophoresis (A7906)) 

Sigma-Aldrich 

Asetýlkólínesterasi úr hrökkál (acetylcholinesterase from  

Electrophorus electricus (C3389)) 

Sigma 

Asetýlþíókólínjoðíð (acetylthiocholine iodide (A-5751)) Sigma 

DTNB (5,5’-dithio-bis(2-nitrobenzoic acid) (D8130)) Aldrich 
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Fýsóstigmín (eserine (E8375)) Sigma 

Natríumhýdroxíð (natrium hydroxid, fast) Akzo Nobel 

Ammóníumkarbónat (ammonium carbonate extra pure) Merck 

Dragendorff stofnlausn  

 

3.2 Tæki 
 

Kvörn Retsch Mühle 

Vogir Mettler Toledo AG285 

Mettler Toledo PB303-S DeltaRange® 

Mettler PM4800 DeltaRange® 

Inngufunartæki Büchi RE111 

Büchi R-200 (Büchi vacuum controller 

V-805)  

Büchi R11 

Hitapottar á inngufunartæki Büchi 461 

Büchi B-490 

pH mælar HM digital  

Thermo (Orion 3 star) 

Segulhrærur Heidolph  

Fastfasaskiljun (SPE) Súla: Phenomenex (Strata SI-1 Silica (55 

um, 70 A), 50g/150mL Giga Tubes) 

Kar: Supelco (visiprepTM, Cat. No. 

57030) 

Lofttæmi: Millipore 

Kjarnsegulgreinir (NMR) 400 MHz Brüker Biospin 

Frostþurrkari Snijders scientific 

UV ljósalampi (245 og 365 nm)  Camag 

Ljósmælir fyrir AChE próf Thermo – multiskan ascent 

HPLC súla Phenomenex: Gemini-NX 5µm C18 (250 

x 21,20 mm)  

Hitaplata Desaga Thermoplate S 

Hristari Vortex-Genie 2  
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4 FRAMKVÆMDARLÝSINGAR 
 

4.1 Mölun plöntuefnis 
Ofanjarðarhlutum litunarjafna var safnað, þeir þurrkaðir og í framhaldinu malaðir í 

kvörn. 

 

4.2 Úrhlutun 
Malaða plöntuefninu var skipt í fjóra hluta (hluti I-IV) þar sem hver hluti var 

úrhlutaður á hræru við stofuhita. Úrhlutunin var gerð með MeOH:CH2Cl2 (1:1) 

leysablöndu og úrhlutað var fjórum sinnum (extrakt I-IV). Á milli úrhlutana var 

leysablandan síuð frá og ferskum leysi bætt út í. Í fyrstu úrhlutuninni voru 1600 mL af 

leysablöndunni notaðir, í næstu úrhlutun 1200 mL og í síðustu tveimur 1000 mL. 

Fyrstu þrjár úrhlutanirnar stóðu yfir í um sólarhring en síðasta úrhlutunin var látin 

ganga yfir helgi. Extröktin voru inngufuð, vegin og skoðuð á TLC. 

 

4.3 Þunnlagsgreining (e. thin layer chromatography, TLC) 
Eftir hvert skref í hreinsunarferli extrakta og fraktiona var notuð þunnlagsgreining 

(TLC), til að kanna hvaða efni væru í sýninu, hreinleika þeirra og umfang. Álplötur 

húðaðar með kísilgeli voru notaðar en kísilgel er skautaður stöðufasi. Bein lína er 

dregin u.þ.b. einum sentímetra frá enda plötunnar og punktar teiknaðir á línuna þar 

sem setja á sýnin. Sýnið var svo tekið og leyst upp í litlu magni af leysi og nokkrum 

µL komið fyrir á viðeigandi punkt á plötunni með mjóu TLC glerröri. Þetta var gert í 

nokkrum skömmtum en reynt var að hafa blettina sem minnsta og mettaðasta með því 

að leyfa þeim að þorna á milli áður en sýni var sett aftur ofan í sama blettinn.  

TLC ferðafasinn sem notaður var hafði samsetninguna CH2Cl2:MeOH:NH3OH(33%) 

(90:9:1). Honum var komið fyrir í sérstöku TLC kari ásamt filterpappír sem var 

komið fyrir innan á karinu. Þegar filterpappírinn var orðinn mettaður af ferðafasanum 

var platan sett ofan í og látin standa upp á rönd. Þegar ferðafasinn náði um 1 sm frá 

toppi plötunnar var platan tekin úr ferðafasanum og leyft að þorna.  

Þar sem stöðufasinn er skautaður þá ferðast skautuð efni styttra upp plötuna en þau 

óskautuðu því skautuð efni bindast fastar skautuðum stöðufasanum.  

Tvö eintök voru útbúin af hverri TLC plötu þar sem önnur var framkölluð með 

Dragendorff framköllun og hin með anisaldehýðframköllun. Plöturnar voru skoðaðar í 
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útfjólubláu ljósi við 254 nm og 366 nm áður en þær voru framkallaðar því sum 

fljúrljómandi efni koma hvorki fram við Dragendorff né anisaldehýð framköllun.  

Dragendorff framköllun er framköllun fyrir efnasambönd sem innihalda 

köfnunarefni og er því hægt að nota slíka framköllun til að fá vísbendingar um það 

hvort alkalóíðar séu til staðar í sýni.  

Dragendorff framköllunarvökvi var útbúinn á eftirfarandi hátt 

  

2,6 g bismút karbónat 

7 g af natríum joðíði 

25 mL ísedik 

Lausn A var látin sjóða í 10 mínútur og svo látin standa í 12 klst. Kristallar sem 

myndast voru svo síaðir frá.  

 

20 mL af lausn A 

80 mL etýlasetat 

0,5 mL eimað vatn  

Stofnlausnin var látin standa í sólarhring til að stöðugleiki næðist.  

 

50 mL Dragendorff stofnlausn 

20 mL ísedik 

100 mL eimað vatn 

 

TLC plötunni var dýpt ofan í Dragendorff framköllunarvökvann en einnig má 

spreyja henni á plötuna. Alkalóíðar komu strax fram sem appelsínugulir blettir á 

gulum bakgrunni. 

Anisaldehýð framköllun er ósérhæfð framköllun fyrir fenóla, sykrur stera og 

terpena og var notuð í þessari rannsókn til að kanna hreinleika extrakta og fraktiona 

voru eftir hvert hreinsunarstig. Framköllunarlausnin var útbúin með því að blanda 

saman eftirfarandi efnum:  

 

0,5 mL anisaldehýð 

10 mL ísedik 

85 mL metanól 

5 mL brennisteinssýru  

Lausn A 

Dragendorff stofnlausn 

Dragendorff framköllunarvökvi 
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Lausninni var svo úðað á plötuna í nægilega miklu magni og platan hituð á hitaplötu 

við 105°C í nokkrar mínútur eða allt að 3 mínútur.  

 

4.4 Skiljun í skiltrekt 

4.4.1 Skiljun með petróleum eter 
Áfram var unnið með extrökt 1 og II en ákveðið var að sameina extrökt III og IV. 

Extröktin voru leyst upp í MeOH:H2O (9:1) og hrist með sama magni af óskautaða 

leysinum petróleum eter (sjá magn í töflu 2) til að losna við fituefni og ýmis 

óhreinindi. Alkalóíðar eru á saltformi í plöntum og haldast þeir því í skautuðum 

MeOH:H2O fasanum. MeOH:H2O fasi fyrir extrakt I var hristur þrisvar með 

petróleum eter en MeOH:H2O fasarnir fyrir extrökt II og III/IV voru hrist tvisvar með 

petróleum eter.  

 

Tafla 2: Magn leysa notað í petróleum eter hristun .  

 

 

Petróleum eter fasarnir voru inngufaðir, vegnir og skoðaðir á TLC plötu. Áfram 

var unnið með MeOH:H2O fasana.  

 

4.4.2 Skiljun með etýlasetati 
Metanólið í MeOH:H2O fösunum var inngufað frá og 300-400 mL af vatni bætt út í til 

viðbótar. Illa gekk að leysa upp extraktið í vatni en þegar etýlasetati var bætt út í 

leystist það upp að mestu og var blöndunni leyft að hrærast í um það bil hálftíma. 

Óuppleystu efnin voru skilin frá og uppleysta hlutanum komið fyrir í skiltrekt og hrist. 

Óskautuð efni fara yfir í etýlasetatið og skautaðir alkalóíðarnir haldast í vatnsfasanum. 

Etýlasetatfasarnir voru skildir frá og vatnsfasarnir (H2O fasar: I, II og III/IV) hristir að 

nýju með fersku etýlasetati. H2O fasar I, II og III/IV voru frostþurrkaðir í þrjá daga. 

Eftir það voru þeir vegnir og spottaðir á TLC ásamt etýlasetatfösunum og 

óuppleystum hluta. Vatnsfasarnir fór yfir í sýru-basa hristun.  

 

Extrakt MeOH:H2O (9:1) (mL) Petróleum eter (mL) 
I 550 400* 
II 330 330 
III og IV 400 400 
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4.4.3 Sýru-basa hristun 
Eftir TLC greiningu á H2O fösum I, II og III/IV var ákveðið að sameina þá (H2O fasi). 

H2O fasinn var leystur upp í 250 mL af 2% vínsýrulausn og sýrustigið stillt á pH 10 

með mettaðri NaCO3 lausn. Hér var verið að koma alkalóíðunum yfir á frítt basískt 

form. Eftir stillingu á sýrustiginu var H2O fasinn orðinn um 400 mL. Hrist var með 

sama magni af CH2Cl2:MeOH (95:5) og það endurtekið einu sinni. Við þetta fara 

alkalóíðarnir á fríu formi yfir í CH2Cl2:MeOH leysablönduna og skautuð efni haldast í 

í vatnsfasanum. Vatnsfasinn var skilinn frá og CH2Cl2:MeOH (95:5) fasarnir 

(CH2Cl2:MeOH fasar: 1 og 2) inngufaðir og skoðaðir á TLC plötu ásamt 

vatnsfasanum.  

 

4.5 Fastfasasúluskiljun (e. solid phase extraction, SPE) 
CH2Cl2:MeOH fasi 1 var keyrður á fastfasasúluskiljun (SPE). Notuð var einnota 

forpökkuð SPE kísilgelsúla frá Phenomenex. Ferðafasinn sem notaður var hafði 

samsetninguna CH2Cl2:MeOH:metanólískt NH3(14,3%) (96:2:2). Súlan var fyrst mettuð 

með ferðafasanum og því næst var CH2Cl2:MeOH fasi 1 leystur upp í eins litlu magni 

og unnt var af ferðafasanum. Uppleystum fasanum var svo komið fyrir ofan á 

filterpappír sem liggur ofan á pökkunarefni súlunnar. Sogið var sett hægt á og þegar 

sýnið var nánast komið niður fyrir filterinn var ferðafasa bætt ofan á súluna í litlu 

magni í einu. Fraktionum var safnað í tilraunaglös, u.þ.b. 7,5 mL í hvert glas. Í lok 

keyrslunnar var skolað út af súlunni með hreinu metanóli og þá fóru um 10 mL í hvert 

SPE glas. 

Til að kanna hvaða fraktionir mætti sameina var fimmta hver fraktion frá fraktion 

12-142 ásamt fraktionum 152, 162, 200, 233 og 234 skoðaðar á TLC. 

 

4.6 Háþrýstivökvaskiljun (e. high pressure liquid chromatography, 

HPLC) 
Magnbundin háþrýstivökvaskiljun (HPLC) var notuð til frekari hreinsunar á 

fraktionunum sem sameinaðar voru eftir SPE keyrsluna. Öfugfasa súluskiljun var 

notuð sem þýðir að pökkunarefni súlunnar var óskautað en ferðafasinn skautaður. 

Óskautuð efni haldast því lengur inn á súlunni meðan skautuð efni berast hraðar út 

með ferðafasanum.  
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 Fyrst fór fram þróun á HPLC aðferð en þá var fundin hentug samsetning ferðafasa 

og ýmsir stigular (e. gradients) prófaðir. Öfugfasa súla var notuð sem þoldi sýrustig 

allt að pH 12. Þar sem alkalóíðar eru basísk efni hentar vel að nota basíska ferðafasa 

við pH 10,5 til að aðgreina þá. Í fyrstu var notað metanól og 0,2% NH3OH(aq) en þar 

sem ljósgleypni metanólsins truflaði keyrsluna of mikið við 210 nm var ákveðið að 

nota asetónítríl. Samsetning ferðafasa þar sem asetónítríl var í 30-95% hlutfalli 

reyndist góð til aðgreiningar á alkalóíðunum. Þegar hentug aðferð hafði verið þróuð 

voru SPE fraktionir valdar til að keyra á HPLC.  

 

Gerð súlu og þær aðstæður sem viðhafðar voru í HPLC keyrslunum voru 

eftirfarandi: 

 

Súla     Gemini-NX 5µm C18 (250 x 21,20 mm) 

Ferðafasi    0,2% ammóníumhýdroxíð í vatni : asetónítríl  

(mismunandi stigull notaður, 30-95% asetónítríl)  

Flæðihraði   7-10 mL/mín 

Bylgjulengd    210 nm 

Innspýting sýnis   0,8 mL af sýni sem var 2-7 mg/mL 

 

Í hverri keyrslu var skotið inn um 5-6 mg af fraktion sem leyst var upp í viðeigandi 

magni af ferðafasa sem var í hlutfallinu 50:50 0,2% NH3OH(aq):asetónítríl og hún síuð 

með viðeigandi sprautufilter. Mikilvægt var að ganga úr skugga um að engar loftbólur 

leyndust í sprautunni áður en sýninu var sprautað inn á HPLC tækið.  

Áður en keyrsla á sýnum var hafin var súlan stöðguð með því að auka flæðihraða 

ferðafasans jafnt og þétt upp í þann flæðihraða sem ætlunin var að keyra sýnið við. 

Einnig var lykkjan sem sýninu er sprautað inn í fyllt með ferðafasa og sýninu svo 

sprautað inn í lykkjuna þegar súlan var orðin stöðug. Við enda súlunnar var nemi sem 

nam gleypni þeirra efna sem komu út við ákveðna bylgjulengd og kom 

gleypnisvörunin fram á tölvuskjánum sem toppar. Toppum var safnað handvirkt, 

ferðafasinn svo inngufaður frá og topparnir skoðaðir á TLC eða sendir beint í NMR.  

 

4.7 Kjarnsegulgreining (e. muclear magnetic resonance, NMR) 
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Eftir HPLC keyrslurnar voru ákveðnir toppar valdir til að senda í NMR greiningu. 

NMR sýnin voru útbúin með því að leysa fraktionirnar upp í 0,6 mL af deuteríum 

klóróformi (CDCl3). Þeim var svo komið fyrir í NMR rörum og keyrt í 400 mHz tæki 

á Raunvísindastofnun Háskóla Íslands. Fengin voru prótónuróf (1H), kolefnisróf (13C), 

DEPT-135 og einnig tvívíð róf (NOESY, COSY, HSQC og HMBC). Oftar en ekki 

þurfti að senda sýnin aftur í mælingu til að fá fleiri skönn þar sem rófin voru ekki 

nógu auðgreinanleg.  

 

4.8 Asetýlkólínesterasa (AChE) virkniprófun 
Andkólínesterasavirkni var könnuð með in vitro virkniprófun á þeim alkalóíðum sem 

fengust hreinir. Notuð var litgreiningaraðferð Ellmans o.fl. (1961) sem byggir á því að 

asetýlþíókólín er botið niður af asetýlkólínesterasa en við það myndast þíókólín og 

asetat. Þíókólín hvarfast svo við 5,5’-díþíóbis-(2-nítróbensósýru) og gefur myndefni 

hvarfsins, 5-þíó-2-nítróbensóat anjón, gulan lit. Hversu gul próflausnin verður segir til 

um asetýlkólínesterasavirkni hennar en eftir því sem hún er gulari því minni 

ensímhindrun hefur átt sér stað. Ellman hvarfið má sjá á mynd 12.  

 

 

Mynd 12: Ellman hvarfið sem á sér stað við mælingu á asetýlkólínesterasavirkni efna. 
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Prófið var framkvæmt í 96 brunna einnota bökkum. Útbúnar voru þrjár 

stuðpúðalausnir (A, B og C) ásamt DTNB lausn og ensím- og hvarfefnislausn:   

 

Stuðpúði A (50mM Trizma): 3,94 g af Trizma voru leyst upp í 500 mL MilliQ-vatni. 

Sýrustigið var svo stillt á pH 8 með 2M NaOH lausn. Þessi lausn geymist í eitt ár í 

ísskáp. 

 

Stuðpúði B (1 mg/mL albúmín úr nautgripasermi): Lausn er útbúin sem er 1 

mg/mL af nautgripasermi (bovine serum albumin, Fluka) í stuðpúða A. Lausnin 

geymist ekki lengur en einn dag.  

 

Stuðpúði C: 1,02 g MgCL2*6H2O voru leyst upp í 250 mL af stuðpúða A. Lausnin 

geymist í eitt ár í ísskáp.  

 

DTNB lausn: 0,396 mg/mL lausn í stuðpúða C var útbúin. Lausnin geymist ekki 

lengur en einn dag. 

Dæmi um útreikninga:  

T.d. 10 mg af DTNB vegin.  

10 mg / 0,396 mg/mL = 25,25 mL stuðpúði C 

10 mg leyst upp í 25,25 mL af stuðpúða C 

 

Hvarfefnislausn: 1,446 mg/mL asetýlþíókólín joðíð í vatni (MilliQ) var útbúin. 

Lausnina þarf að útbúa í hvert sinn.  

Dæmi um útreikninga:  

 T.d. 20 mg vegin af asetýlþíókólíni.  

 20 mg / 1,446 mg/mL = 13,83 mL af vatni 

 20 mg leyst upp í 13,83 mL af vatni 

 

Ensímlausn: 500 U af asetýlkólínesterasa voru leystar upp í 1 mL af stuðpúða A og 

kallast það stofnlausn 1. Stofnlausn 2 var útbúin með því að taka 500 µL af stofnlausn 

1 og þynna í 4500 µL af stuðpúða A og var lausnin þá orðin 50 U/mL. Stofnlausnir 1 

og 2 geymast í eitt ár í kæli. Ensímlausnin sem notuð var í prófinu var útbúin með því 

að taka 20 µL af stofnlausn 2 og þynna í 4980 µL af stuðpúða A. Ensímlausnina þurfti 

að útbúa í hvert skipti.  
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Fýsóstigmín (Eserine) var notað sem jákvætt viðmið. 0,1 M fýsóstigmín stofnlausn í 

MeOH var útbúin.  

Dæmi um útreikninga: 2 mL af 0,1 M fýsóstigmín lausn útbúin.   

Mólþyngd fýsóstigmíns er 275,35 g/mól.  

2 mL * 0,1 mmól/mL = 0,2 mmól 

0,2 mmól * 275,35 mg/mmól = 55,07 mg fýsóstigmín 

55,07 mg leyst upp í 2 mL af stuðpúða A.  

 

Þynningar voru svo blandaðar út frá stofnlausninni:  

 

1  10 µL stofnlausn  90 µL stuðpúði A  10.000 µM 

2  10 µL 1   1940 µL stuðpúði A  5,12 µM 

3  500 µL 2   500 µL stuðpúði A  2,56 µM 

4  500 µL 3   500 µL stuðpúði A  1,28 µM 

5  500 µL 4   500 µL stuðpúði A  0,64 µM 

6  500 µL 5   500 µL stuðpúði A  0,32 µM 

7  500 µL 6   500 µL stuðpúði A  0,16 µM 

8  500 µL 7   500 µL stuðpúði A  0,08 µM 

  

Alkalóíðafraktionir voru valdar í prófið og nákvæm vigt fengin af þeim með því að 

fjarlægja allt vatn með frostþurrkun og passa upp á að engin óhreinindi eða húðfita 

truflaði vigtun. Útbúin var 100.000 µM stofnlausn af fraktionunum í MeOH. Út frá 

stofnlausninni voru svo útbúnar sjö hentugar þynningar (ca. 0,1  1000 µM) í 

stuðpúða A sem myndu gefa 20-80% ensímhamningu. Hver styrkur af fýsóstigmíni og 

alkalóíðafraktionum var mældur í þremur settum.  

 

Efnin fóru í eftirfarandi röð í brunnana:  

25 µL af hindra (fýsóstigmín eða alkalóíða fraktion) 

 125 µL DTNB lausn  

 50 µL stuðpúði B 

 25 µL hvarfefnislausn 

 25 µL ensímlausn 
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Með hverju sýni var keyrður blankur, þ.e. lausn án hindra en í staðinn voru settir 25 

µL af stuðpúða A. Áður en ensímlausnin var sett í brunnana þá var gerð ein mæling til 

að leiðrétta fyrir virkni milli hvarfefnis og DTNB. Eftir að ensímið hafði verið sett út í 

brunnana hófst ljósgleypnimælingin. Ljósgleypnin var mæld við 412 nm og hún mæld 

á 10 sekúndna fresti í 30 mín eða þar til gleypnin mældist ca. 1,0.  

 

Útreikningar á IC50 gildi:  

Ljósgleypnin er plottuð sem fall af tíma fyrir alla styrkina. Hallatölur eru reiknaðar 

fyrir hvern styrk og segir hún til um hraða hvarfsins (Vi) en hallatalan fyrir 0 µM 

(blank) stendur fyrir upphafshraða hvarfsins (V0). Hamningin er svo reiknuð út frá 

eftirfarandi jöfnu:  

 

   % Ensímhamning = (1 – (Vi/V0)) * 100 

  

Niðurstöður mælinganna voru færðar í Excel þar sem prósentuhamning hvers styrks 

var teiknuð sem fall af styrk hindra og styrkurinn sem gefur 50% hamningu lesinn af 

grafinu en það er IC50 gildið.  
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5 NIÐURSTÖÐUR 
 

5.1 Söfnun og mölun plöntu 
Litunarjafna, Diphasiastrum alpinum, var safnað 6. ágúst 2009 í landi Þverdals í 

Aðalvík á Hornströndum. Eftir þurrkun og mölun ofanjarðarhluta plöntunnar vó 

plöntuefnið 1256,04 g. 

 

5.2 Úrhlutun 
Malaða plöntuefninu var skipt í fjóra hluta (hlutar I-IV) áður en úrhlutun var hafin. 

Úrhlutun á hlutum I-IV með CH2Cl2:MeOH (1:1) gaf svo extrökt I-IV sem eftir 

inngufun vógu alls 152,71 g. Þyngdir hluta I-IV ásamt þyngd hvers extrakts má sjá á 

flæðiriti á mynd 15.  

Til að kanna hvort extrökt I-IV væru einsleit voru þau spottuð á TLC plötu og 

framkallað með anisaldehýð og Dragendorff framköllunarvökva. TLC plöturnar má 

sjá á mynd 13:  

  
a b 

Mynd 13: TLC plötur með extröktum I-IV úr litunarjafna. a) anisaldehýð framköllun, b) 
Dragendorff framköllun. Samsetning ferðafasa var CH2Cl2:MeOH:NH3OH(33%) (90:9:1).  
1: Extrakt 1  
2: Extrakt II,  
3: Extrakt III,  
4: Extrakt IV. 

     1       2        3        4   1       2        3       4 
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Samkvæmt anisaldehýð plötunni voru extröktin einsleit þar sem sambærilegir 

blettir komu fram. Extrökt III og IV voru sameinuð í framhaldinu. Samkvæmt 

Dragendorff framkölluninni voru engir alkalóíðar sýnilegir í extraktinu. 

 

5.3 Skiljun í skiltrekt 

5.3.1 Skiljun með petróleum eter 
Extrökt I-IV voru leyst upp í MeOH:H2O (9:1) og affituð með því að hrista með 

petróleum eter (PE) í skiltrekt. PE fösunum var safnað, þeir inngufaðir og spottaðir á 

TLC plötur ásamt MeOH:H2O fösunum (viðauki bls. A). Fölappelsínugulir blettir 

komu fram við grunnlínuna og einnig sérkennilegir grænir blettir með Rf gildi 0,52. 

Þyngdir PE fasanna má sjá á flæðiriti 1 á mynd nr. 15. 

 

5.3.2 Skiljun með etýl asetati 
MeOH:H2O fasar I, II og III/IV voru leystir upp í vatni og hristir með etýlasetati 

(EA). Þyngdir EA fasanna og H2O fasanna eftir hristunina má sjá á flæðiriti 1 á mynd 

15. Þyngdir EA fasa 2 við hristun á H2O fasa II og III/IV er ekki þekkt þar sem 

gleymdist að vigta þá. EA og H2O fasarnir voru skoðaðir á TLC (viðauki bls. B).  

 

5.3.3 Sýru-basa hristun 
H2O fasarnir voru sameinaðir og vógu alls 36,26 g. Eftir sýru-basa hristunina vógu 

CH2Cl2:MeOH fasar 1 og 2 741,1 mg og 316,6 mg. Fasarnir tveir ásamt vatnsfasanum 

voru spottaðir á TLC plötur og framkallað með anisaldehýð og Dragendorff 

framköllunarvökva. TLC plöturnar má sjá á mynd 14:  
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a b 

Mynd 14: TLC plötur eftir sýru-basa hristun framkallaðar með a) Dragendorff og b) 
anisaldehýði. Ferðafasi: CH2Cl2:MeOH:NH3OH(33%) (90:9:1)  
1: CH2Cl2:MeOH fasi 1  
2: CH2Cl2:MeOH fasi 2  
V: vatnsfasi  

 

Á Dragendorff plötunni sjást a.m.k. 8 alkalóíðar í CH2Cl2:MeOH fasa 1. Í 

CH2Cl2:MeOH fasa 2 sjást þrír alkalóíðar. Enga alkalóíða er að sjá í basíska fasanum. 

Samkvæmt anisaldehýðplötunni eru enn óhreinindi til staðar. Rf gildi alkalóíðanna má 

sjá í töflu 3.  

 

 

 

 

 

    1       2     V   1     2    V 
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Tafla 3: Rf gildi alkalóíða í CH2Cl2:MeOH fasa 1 og 2 úr sýru-basa hristun. 
Ferðafasasamsetning: CH2Cl2:MeOH:NH3OH(33%) (90:9:1). 

CH2Cl2:MeOH fasi 1 
Rf gildi alkalóíða 

CH2Cl2:MeOH fasi 2 
Rf gildi 

0.49 0,44 
0,39 0,03 
0,27 0 
0,22  
0,15  
0,13  
0,03  
0  

 

Ferli úrhlutunar litunarjafna og skiljunar í skiltrekt má sjá á flæðiriti á mynd nr. 15. 
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Mynd 15: Flæðirit sem sýnir ferli úrhlutunar á litunarjafna og skiljunar í skiltrekt.  
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5.4 SPE 
Ákveðið var að keyra CH2Cl2:MeOH fasa 1 á SPE þar sem hann virtist innihalda 

flestalla alkalóíðana samkvæmt TLC greiningu. Eftir að hafa fylgst með keyrslunni á 

TLC virtist megnið af alkalóíðunum vera komið út við fraktion 225 og því ákveðið að 

skola skautuðustu efnunum út af súlunni með MeOH. Alls fengust 237 SPE fraktionir.  

Fraktionir voru valdar til að skoða á TLC. Þegar plöturnar voru skoðaðar sást að 

nokkuð góður aðskilnaður á alkalóíðum hafði fengist í SPE keyrslunni. Alls sjáust 12 

alkalóíðar á TLC plötunum og þar á meðal tveir mjög skautaðir. TLC plöturnar má sjá 

á myndum nr. 16-19:  

 

 
Mynd 16: TLC plata með fimmtu hverju fraktion frá fraktion 12-77 ásamt viðmiði (ref) úr SPE 

súluskiljun á CH2Cl2:MeOH fasa 1. Plata framkölluð með Dragendorff 
framköllunarvökva.  
SPE ferðafasi: CH2Cl2:MeOH:metanólískt NH3(14,3%) (94:2:2)  
TLC ferðafasi: CH2Cl2:MeOH:NH3OH(33%) (90:9:1) 

 

      12      17        22       27  32       37            42        47       52       57       62       67       72       77        ref 
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Mynd 17: TLC plata með fimmtu hverju fraktion frá fraktion 12-77 ásamt viðmiði (ref) úr SPE 

keyrslu á CH2Cl2:MeOH fasa 1. Plata framkölluð með anisaldehýð framköllunarvökva.  
SPE ferðafasi: CH2Cl2:MeOH:metanólískt NH3(14,3%) (94:2:2) 
TLC ferðafasi: CH2Cl2:MeOH:NH3OH(33%) (90:9:1) 

 

 
Mynd 18: TLC keyrsla á fraktionum 82-142 (fimmta hver fraktion spottuð), 152, 162, 233, 234 

ásamt viðmiði (ref) úr SPE keyrslu á CH2Cl2:MeOH fasa 1. Plata framkölluð með 
Dragendorff framköllunarlausn.  
SPE ferðafasi: CH2Cl2:MeOH:metanólískt NH3(14,3%) (94:2:2) 
TLC ferðafasi: CH2Cl2:MeOH:NH3OH(33%) (90:9:1).  

 

     12       17       22       27  32       37             42       47       52       57       62       67       72        77                  ref 
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Mynd 19: TLC keyrsla á fraktionum 82-142 (fimmta hver fraktion spottuð), 152, 162, 233, 234 

ásamt viðmiði (ref) úr SPE keyrslu á CH2Cl2:MeOH fasa 1. Plata framkölluð með 
anisaldehýð framköllunarvökva.  
SPE ferðafasi: CH2Cl2:MeOH:metanólískt NH3(14,3%) (94:2:2) 
TLC ferðafasi: CH2Cl2:MeOH:NH3OH(33%) (90:9:1) 

 

Þær fraktionir sem innihéldu sömu alkalóíða og sambærileg óhreinindi í svipuðu 

magni voru sameinaðar og vegnar. Sameinaðar fraktionir voru merktar með stórum 

bókstöfum og má sjá þyngdir þeirra í töflu 4. 
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Tafla 4: Þyngdir sameinaðra fraktiona úr SPE keyrslu á CH2Cl2:MeOH fasa 1. Samsetning SPE 
ferðafasa: CH2Cl2:MeOH:metanólískt NH3(14,3%) (94:2:2). 

Sameinuð fraktion SPE fraktionir nr. Þyngd (mg) 

A 10-19 37,4 

B 20-29 17,6 
C 30-34 7,8 

D 35-43 5,45 
E 44-54 5,2 

F 55-69 8,45 
G 70-79 11,36 

H 80-89 22,3 
I 90-94 15,1 

J 95-105 29,2 
K 106-130 39,5 

L 131-157 22 
M 158-180 17,2 

N 181-210 10 
O 211-233 8,65 

P 234-237 220,6 
  

 

5.5 HPLC 
Sameinaðar fraktionir E, F, G, J, K og L úr SPE keyrslunni voru valdar til að aðskilja 

enn betur á magnbundinni HPLC súlu. Öllum toppum var safnað. Þeir toppar sem 

grunur lék á að væru alkalóíðar, í flestum tilfellum toppar sem voru vel aðskildir, voru 

hlutfallslega stærstir og vógu mest, voru sendir beint í NMR meðan þeir minni voru 

skoðaðir á TLC.  

Ekki var alltaf möguleiki að bera saman rástíma toppa fyrir mismunandi fraktionir 

því samsetning ferðafasans og flæðihraði hans var oft mismunandi en þessir þættir 

hafa áhrif á hvenær efnin koma út af súlunni. Þeir toppar sem sendir voru í NMR 

verða merktir með bókstaf tilheyrandi fraktionar og tölustaf eftir því í hvaða röð þeir 

komu út af súlunni. Topparnir eru listaðir í töflum 5-10 þar sem þyngd þeirra og NMR 

merking er gefin upp. Útlit toppanna má sjá á HPLC gröfum á myndum nr. 20-23 og 

25-26.  
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Mynd 20: HPLC keyrsla á fraktion E. Merktir toppar voru sendir í NMR. Ferðafasi var 

samsettur úr asetónítríli og 0,2% NH3OH(aq) og var hlutfall asetónítríls aukið eftir því 
sem leið á keyrsluna. 

  

Nákvæmur stigull sem notaður var í keyrslunni á fraktion E er ekki þekktur og á 

það sama við um fraktionir F, G og J. Margar útfærslur af stigulum voru prófaðar þar 

sem hlutfall asetónítríls var aukið meðan á keyrslunni stóð. 

 

Tafla 5: Toppar sem komu fram í HPLC keyrslu á fraktion E og sendir voru í NMR. Toppar eru 
merktir með bókstaf fraktionar og tölustaf eftir því hvenær þeir koma fram. Ferðafasi 
var samsettur úr asetónítríli og 0,2% NH3OH(aq) og var hlutfall asetónítríls aukið eftir 
því sem leið á keyrsluna.  

HPLC 1 
Fraktion E (44-54):  

Stigull 30%-95% asetónítríl 
Flæðihraði 10 mL/mín 

Toppar Rástími (mín) Þyngd (mg) NMR merking 
E1 15,887 1,54 4454-a 

E2 18,920 0,69 4454-b 
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Mynd 21: HPLC keyrsla á fraktion F. Merktir toppar voru sendir í NMR. Ferðafasi var 
samsettur úr asetónítríli og 0,2% NH3OH(aq) og var hlutfall asetónítríls aukið eftir því 
sem leið á keyrsluna. 

 

Tafla 6: Toppar sem komu fram í HPLC keyrslu á fraktion F og sendir voru í NMR. Toppar 
merktir með bókstaf fraktionar og tölustaf eftir því hvenær þeir koma fram. Ferðafasi 
var samsettur úr asetónítríli og 0,2% NH3OH(aq) og var hlutfall asetónítríls aukið eftir 
því sem leið á keyrsluna. 

HPLC 2 
Fraktion F (55-69):  

Stigull 30%-95% asetónítríl 
Flæðihraði 10 mL/mín 

Toppur Rástími [mín] Þyngd [mg] NMR merking 
F1 19,733 2,53* 70-79/55-69: a 

F2 23,060 <2 70-79/55-69: b 
F3 25,080 < 2 55-69:b 

F4 38,853 <2 44-54/55-69 
* Sameinaðir toppar. 
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Mynd 22: HPLC keyrsla á fraktion G. Merktir toppar voru sendir í NMR. Ferðafasi var 
samsettur úr asetónítríli og 0,2% NH3OH(aq) og var hlutfall asetónítríls aukið eftir því 
sem leið á keyrsluna. 

 

Tafla 7: Toppar sem komu fram í HPLC keyrslu á fraktion G og sendir voru í NMR. Toppar eru 
merktir með bókstaf fraktionar og tölustaf eftir því hvenær þeir koma fram. Ferðafasi 
var samsettur úr asetónítríli og 0,2% NH3OH(aq) og var hlutfall asetónítríls aukið eftir 
því sem leið á keyrsluna. 

HPLC 3 
Fraktion G (70-79):  

Stigull 30%-95% asetónítríl 
Flæðihraði 10 mL/mín 

Toppur Rástími [mín] Þyngd [mg] NMR merking 
G1  18,460 <2 7079_pa 

G2 21,750 <2 Toppur 2 
G3 24, 887 4,35 7079_pb 

G4 28,360 2,53* 7079_5569_a 
G5 31,587 <2* 7079_5569_b 
* Sameinaðir toppar.  
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Mynd 23: HPLC keyrsla á fraktion J. Merktir toppar voru sendir í NMR. Keyrt í ferðafasa 
samsettum úr 0,2% NH3OH(aq) og asetónítríli í mismunandi stiguli. 

 

Tafla 8: Toppar sem komu fram í HPLC keyrslu á fraktion J og sendir voru í NMR. Toppar eru 
merktir með bókstaf fraktionar og tölustaf eftir því hvenær þeir koma fram. Ferðafasi 
var samsettur úr asetónítríli og 0,2% NH3OH(aq) og var hlutfall asetónítríls aukið eftir 
því sem leið á keyrsluna. 

HPLC 4 
Fraktion J (95-105):  

Stigull 30%-95% asetónítríl 
Flæðihraði 10 mL/mín 

Toppur Rástími [mín] Þyngd [mg] NMR merking 
J1 8,107 <2 95-105-1FB  

J2 ca. 8,2 <2 95-105-1SB 
J3 15.600 <2 alk 2/3 

J4 16,307 <2 alk 2/3 
J5 24,873 25,25* 10613095105-4 

J6 36,620 3,39 95-105-5 
* Sameinaðir toppar 

 

HPLC fraktionir úr einni keyrslu á fraktion J voru spottaðar á TLC til að kanna 

alkalóíðainnihald og reyndist fraktionin innihalda 6 alkalóíða, sjá mynd nr. 24  
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Mynd 24: TLC plata með HPLC toppum úr fraktion J. Söfnunartími fraktiona er gefinn upp á 
plötunni í mínútum. 

 

Sami stigull var notaður í keyrslum á fraktionum K og L en þá má gera ráð fyrir að 

toppar með sama rástíma séu fyrir sömu efnasamböndin. Stigullinn er skráður á 

myndum 25 og 26.  

 

42,2-52,2 

36,3-37,5 

24,8-26,0 

22,5-23,0 

20,1-20,4 

16,2-16,5 

15,4-16,1 

14,2-14,8 

13,6-13,9 

11,5-11,8 

7,6-8,3 

3,6-3,9 
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Mynd 25: HPLC keyrsla á fraktion K. Merktir toppar voru sendir í NMR. Ferðafasi var 
samsettur úr asetónítríli og 0,2% NH3OH(aq) og var hlutfall asetónítríls aukið eftir því 
sem leið á keyrsluna. 

 

Tafla 9: Toppar sem komu fram í HPLC keyrslu á fraktion K og sendir voru í NMR. Ferðafasi 
var samsettur úr asetónítríli og 0,2% NH3OH(aq) og var hlutfall asetónítríls aukið eftir 
því sem leið á keyrsluna. 

HPLC 5 

Fraktion K (106-130):  
Stigull 30%-95% asetónítríl 

Flæðihraði 10 mL/mín 

Toppur Rástími [mín] Þyngd [mg] NMR merking 

K1 8,393 2,55 106_130_1 
K2 16,327 <2 alk23 

K3 26,333 25,15 10613095105-4 
K4 37,820 <2 131-157-106-130-LB 

K5 39,173 <2 106_130_5 
 

 

Stigull: 
25 mín:  30%  40% asetónítríl 
25-40 mín: 40%  50% asetónítríl 
40-45 mín: 50%  60% asetónítríl 
45-50 mín: 60%  95% asetónítríl 
50-55 mín: 95% asetónítríl 
55-60 mín:  95%  30% asetónítríl 
60-65 mín:  30% asetónítríl 
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Mynd 26: HPLC keyrsla á fraktion L. Merktir toppar voru sendir í NMR. Ferðafasi var 
samsettur úr asetónítríli og 0,2% NH3OH(aq) og var hlutfall asetónítríls aukið eftir því 
sem leið á keyrsluna.  

 

 

Tafla 10: Toppar sem komu fram í HPLC keyrslu á fraktion L og sendir voru í NMR. Toppar 
eru merktir með bókstaf fraktionar og tölustaf eftir því hvenær þeir koma fram. 
Ferðafasi var samsettur úr asetónítríli og 0,2% NH3OH(aq) og var hlutfall asetónítríls 
aukið eftir því sem leið á keyrsluna. 

HPLC 6 
Fraktion L (131-157):  

Stigull 30%-95% asetónítríl 
Flæðihraði 10 mL/mín 

Toppur Rástími [mín] Þyngd [mg] NMR merking 
L1 8,313 5,05 131_157_1  

L2 16,287 <2 alk23  
L3 26,360 4,88 131_157_4  

L4 34,960 <2 131-157-106-130_LB 
L5 39,347 3,51 131_157_5 

 

Á mynd nr. 27 má sjá flæðirit sem sýnir SPE og HPLC ferlið.  

 

 

Stigull: 
25 mín:  30%  40% asetónítríl 
25-40 mín: 40%  50% asetónítríl 
40-45 mín: 50%  60% asetónítríl 
45-50 mín: 60%  95% asetónítríl 
50-55 mín: 95% asetónítríl 
55-60 mín:  95%  30% asetónítríl 
60-65 mín:  30% asetónítríl 
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Mynd 27: Flæðirit sem sýnir ferli SPE og HPLC.  



 45 

 

5.6 NMR 
Alls voru 24 sýni úr HPLC keyrslunum send í NMR og flest þeirra oftar en einu sinni. 

Fimm þeirra voru nægilega hrein og í nægu magni til að byggingarákvarða. Í töflu 11 

má sjá sýnin sem voru greind. Þar kemur fram hvaða toppar úr HPLC keyrslunni eru í 

hverju sýni. Auk þess er þyngd sýnanna gefin upp. 

 

Tafla 11: Alkalóíðar úr litunarjafna sem voru byggingarákvarðaðir.  

Heiti sýnis Toppar af HPLC NMR merking Þyngd (mg) 
ALK 1 J5 + K3 10613095105_4 25,15 

ALK 2 L1 131-157_5 5,05 
ALK 3 F1 + G4 7077_5569_a 2,53 

ALK 4 J6 95-105_5 3,39 
ALK 5 L5 131-157_5 3,51 

 
 

5.6.1 Greining á ALK 1 
Þegar prótónuróf fyrir ALK 1 var skoðað (viðauki bls. C) þá virtist efnið vera mjög 

hreint. Samkvæmt kolefnisrófi inniheldur efnið 16 kolefni (viðauki bls. D) og 

prótónuróf gefur til kynna 25 prótónur. Á kolefnisrófinu kemur fram hliðrun við 213,4 

ppm sem gefur til kynna að efnasambandið innihaldi a.m.k. einn karbónýlhóp. Engin 

tvítengis kolefni né prótónur eru sjáanlegar. Þegar kolefnisrófið er borið saman við 

þekkt gildi þá gefur það til kynna að um lýkópódín sé að ræða (Nakashima, Singer, 

Browne, & Ayer, 1975). Greining á 2D NMR rófum (viðaukar bls. F-I) staðfestir það 

auk þess sem prótónuróf fyrir ALK 1 hefur sama form og þekkt prótónuróf fyrir 

lýkópódín (Wardlab, 2003). 

Í töflu 12 eru hliðrunargildi á kolefnisrófi og prótónurófi fyrir ALK 1 gefin upp 

ásamt þekktum hliðrunargildum á kolefnisrófi fyrir lýkópódín. Á mynd 28 má sjá 

efnabyggingu lýkópódíns þar sem stöður kolefna eru merktar.  
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Tafla 12: Hliðrunargildi á kolefnisrófi (13C NMR) og prótónurófi (1H NMR) fyrir ALK 1 ásamt 
þekktum gildum fyrir lýkópódín. CDCl3 var notaður sem leysir. 

Staða Lýkópódín (CDCl3) 
13C  
(Nakashima, et al., 
1975) (ppm) 

ALK 1 (CDCl3) 
13C 
(ppm) 

ALK 1 (CDCl3)  
1H 
 

1 47,2 46,9 3,34 (td: 14,1; 3,8) 
2,47 (m) 

2 19,3 19,0 1,84 (tm: 13,8) 
1,32 (dm: 13,8) 

3 20,1 19,7 2,02 (dm: 14,0) 
1,57 (tm: 13,8) 

4 43,4 43,2 2,84 (dd: 11,8; 3,1) 
5 213,4 214,0 - 
6 43,3 43,0 2,51 (dt: 15,6; 6,3; 1,2) 
7 37,3 37,0 2,16 (m) 
8 43,1 42,7 1,67 (m) 

1,26 (td; 12,5; 1,2) 
9 47,8 47,4 3,11 (td: 11,6; 3,2) 

2,59 (dm: 11,5) 
10 26,6 26,3 1,81 (m) 

1,71 (m) 
11 25,7 25,4 1,58 (m) 

1,50 (m) 
12 45,5 45,2 1,57 (m) 
13 59,9 60,0 - 
14 43,7 43,4 2,60 (m) 

0,85 (t: 13,1) 
15 25,8 25,5 1,69 (m) 
16 23,3 23,1 0,83 (d: 6,21) 

 

 

Mynd 28: Efnabygging lýkópódíns með númerum kolefna. 
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5.6.2 Greining á ALK 2 
Líkt og ALK 1 inniheldur ALK 2 16 kolefni samkvæmt kolefnisrófi (viðauki bls.K ), 

þar af eitt karbónýlkolefni sem kemur fram sem toppur við 213,2 ppm. Prótónuróf 

(viðauki bls. J) gefur 24 prótónur og eru engin tvítengiskolefni né prótónur að sjá á 

rófunum. Þegar mynstur prótónurófanna fyrir ALK 1 og ALK 2 eru borin saman eru 

þau mjög svipuð sem gefur vísbendingu um að um sömu grunnbyggingu sé að ræða. 

Aukaprótóna við 3,39 ppm kemur fram á prótónurófinu fyrir ALK 2 sem bendir til 

hýdroxýlhóps.  

Þegar hliðrunargildin á kolefnisrófi fyrir ALK 2 eru borin saman við þekkt gildi 

fyrir klavólónín (Nakashima, et al., 1975) kemur í ljós að hliðrunargildin eru 

sambærileg. Greining á 2D NMR rófum (viðauki bls. M-P) staðfesti að um klavólónín 

væri að ræða. Í töflu 13 má sjá hliðrunargildi á kolefnisrófi á klavólóníni ásamt 

hliðrunargildum á kolefnis- og prótónurófi fyrir ALK 2. Á mynd 30 er efnabygging 

klavólóníns gefin með merktum stöðum kolefna.  

Tafla 13: Hliðrunargildi á kolefnisrófi (13C NMR) og prótónrófi (1H NMR) fyrir ALK 2 ásamt 
þekktum gildum á klavólóníni. CDCl3 var notaður sem leysir. 

Staða 
kolefna 

klavólónín (CDCl3) 13C 
(Nakashima, et al., 1975) 

ALK 2 (CDCl3) 
13C 

ALK 2 (CDCl3) 
1H 

1 47,2 47,4 3,12 (td: 12,1; 2,8) 
2,62 (m) 

2 18,7 18,8 1,85 (m) 
1,35 (m) 

3 19,4 19,5 2,04 (m) 
1,62 (m) 

4 43,1 43,2 2,89 (dd: 11,8; 3,2) 
5 213,2 213,2 - 
6 36,5 36,7 2,62 (m) 
7 43,1 43,0 2,12 (m) 
8 78,9 79,2 3,39 (dd: 10,3; 4,3) 
9 47,2 47,3 3,29 (td: 14,2; 3,7) 

2,51 (ddt: 14,5; 
4,8; 1,5) 

10 26,2 26,3 1,83 (m) 
1,80 (m) 

11 25,1 25,2 1,80 (m) 
1,54 (m) 

12 43,9 44,0 1,61 (m) 
13 59,7 59,9 - 
14 42,0 42,0 2,58 (dd: 13,6; 4,8) 
15 33,0 33,1 1,27 (m) 
16 19,4 19,4 0,96 (d: 6,22) 
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Mynd 29: Efnabygging klavólóníns.  

 

5.6.3 Greining á ALK 3 
Samkvæmt kolefnisrófi (viðauki bls. R) inniheldur ALK 3 12 kolefni og 32 prótónur 

samkvæmt prótónurófi (viðauki bls. Q). HSQC róf (viðauki bls. V) greinir þrjú 

kolefni  til viðbótar. Hliðrun við 2,90 ppm og ca. 2,5 og 2,3 ppm á prótónurófi gefur 

vísbendingu um ketón í stöðu 5 þótt kolefnisgildi komi ekki fram á kolefnisrófi. Þar 

sem prótónurófið er mjög sambærilegt prótónurófi lýkópódíns (viðauki bls. C) þá er 

gert ráð fyrir að efnasambandið hafi 16 kolefni í grunnbyggingu sinni. Hliðrun á 

kolefnisrófi við 170,9 ppm bendir til esterlíks hóps. Singlett á prótónurófi við ca. 2 

ppm gefur til kynna að esterlíki hópurinn sé OAc (-OCOCH3) og inniheldur 

alkalóíðinn því alls 18 kolefni. Samkvæmt HMBC rófi (viðauki bls. W) er OAc 

hópurinn staðsettur á kolefni 8 eða 14 en COSY róf (viðauki bls. T) gefur góða 

vísbendingu um að hann sé staðsettur í stöðu 8. Hliðrunargildi á kolefnisrófi má sjá í 

töflu 14 og hliðrunargildi á prótónurófi eru listuð í töflu 15.  
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Tafla 14: Hliðrunargildi á kolefnisrófi (13C NMR) fyrir ALK 3. CDCl3 var notaður sem leysir. 
13C hliðrunargildi 
(ppm) fyrir ALK 3  
(CDCl3) 
170,9 
80,4 
78,0 
47,3 
47,2 
43,3 
39,7 
37,1 
30,4 
25.9 
24.6 
21,3 
19.3 
19,1 
18,7 

 

Tafla 15: Hliðrunargildi á vetnisrófi (1H NMR) fyrir ALK 3. CDCl3 var notaður sem leysir. 

1H hliðrunargildi 
(ppm) 

Merki: 
kúplingsfasti (J) 

Fjöldi prótóna 

4,56 dd: 11,0; 4,1 1 
3,30 td: 14,1; 3,4 1 
3,12 td: 11,3 1 
2,90 dd: 11,8; 3,2 1 
2,65 dd: 13,8; 4,9 2 
2,54 dd: 14,4; 4,0 1 
2,46 m 1 
2,31 m 2 
1,99-2,12 m 4 
1,33-1,91 m 14 
1,12 s  1 
0,86 d: 6,2 3 

 

 

5.6.4 Greining á ALK 4 
Kolefnisrófið gefur til kynna að efnasambandið innihaldi 19 kolefni (viðauki bls. Y) 

og prótónuróf (viðauki bls. X) gefur 30 prótónur. Á kolefnisrófi koma tvö merki fram 

við 170 ppm sem bendir til að efnasambandið innihaldi tvo OAc hópa. Tveir singlettar 

sem koma fram við ca. 2 ppm á prótónurófi styður það þar sem þeir standa að öllum 

líkindum fyrir prótónur á metýlhópum sem staðsettir eru á OAc hópunum tveimur. 
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Líkt og ALK 3 þá hefur ALK 4 OAc hóp í stöðu 8 samkvæmt COSY (viðauki bls. 

AA) og HMBC (viðauki bls. DD). Ekki er hægt að staðsetja hinn asetýlhópinn. 

Hliðrunargildi ALK 4 á kolefnisrófi má sjá í töflu 16 og á prófónurófi í töflu 17.  

 

Tafla 16: Hliðrunargildi á kolefnisrófi (13C NMR) fyrir ALK 4. CDCl3 var notaður sem leysir.  
13C hliðrunargildi 
(ppm) fyrir ALK 4  
(CDCl3) 
171,1 
170,5 
80,6 
69,8 
47,8 
47,1 
43,0 
41,1 
37,7 
31,3 
29,2 
25,9 
24,9 
24,1 
22,8 
21,7 
21,4 
20,8 
20,0 
 

Tafla 17: Hliðrunargildi á vetnisrófi (1H NMR) fyrir ALK 4. CDCl3 var notaður sem leysir.  

Hliðrunargildi 
(ppm) 

Merki: J 
(kúplingsfasti) 

Fjöldi 
vetnisatóma 

5,01 t: 5,8 1 
4,55 dd: 10,0; 5,3 1 
3,39 td: 14,0; 3,6 1 
3,17 td: 12,1; 3,8 1 
2,54-2,77 m 4 
2,48 m 1 
2,04 s  3  
2,01 s 3 
1,88-1,98 m 1 
1,65-1,82 m 5 
1,53 m 2 
1,37 m 3 
1,08 t: 14,7 1 
0,94 d: 6,0 3 
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5.6.5 Greining á ALK 5 
ALK 5 hefur 20 kolefni samkvæmt kolefnisrófi (viðauki bls. FF). Líkt og á rófum 

ALK 4 koma fram tveir toppar við ca. 170 ppm á kolefnisrófi og tveir singlettar við 

ca. 2 ppm á prótónurófi (viðauki bls. EE). Þetta bendir til þess að ALK 5 innihaldi tvo 

OAc hópa líkt og ALK 4. Þegar kúplingsmynstur H1 og H9 eru borin saman við 

kúplingsmynstur sömu prótóna fyrir hin efnin kemur í ljós að þau eru ólík. Það gefur 

vísbendingu að um aðra grunnbyggingu sé að ræða en lýkópódín grunnbyggingu.  

Óvenjulegur breiður singlett kemur fram við 12,02 ppm á prótónurófinu. HSQC 

(viðauki bls. JJ) gefur enga kúplun við kolefni sem gefur til kynna að prótónan sé 

tengd annað hvort við O eða N. Samkvæmt COSY (viðauki bls. HH) er prótónan í 

nálægð við prótónu í stöðu 1 eða 9 sem gefur vísbendingu að um lýkódín 

grunnbyggingu sé að ræða og að prótónan sé þá tengd köfnunarefni. Slíkur hópur 

hefði ekki svona hátt hliðrunargildi nema að vera í nálægð við rafeindatogandi hóp og 

því ekki er ólíklegt að annar OAc hópurinn sé tengdur kolefninu við hliðina á NH 

hópnum. Nauðsynlegt er að hafa MS róf til staðfestingar á þessu. Hliðrunargildi ALK 

5 á kolefnisrófi og prótónurófi má sjá í töflum 18 og 19.  

Tafla 18: Hliðrunargildi á kolefnisrófi (13C NMR) fyrir ALK 5. CDCl3 var notaður sem leysir. 
13C hliðrunargildi 
(ppm) fyrir ALK 5  
(CDCl3) 
170,6 
170,1 
78,5 
67,7 
61,9 
47,3 
47,1 
40,7 
37,1 
36,9 
32,5 
29,3 
24,2 
22,7 
22,3 
21,5 
21,3 
21,0 
20,1 
19,0 
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Tafla 19: Hliðrunargildi á vetnisrófi (1H NMR) fyrir ALK 5. CDCl3 var notaður sem leysir. 

Hliðrunargildi á 
1H NMR fyrir 
ALK 5 

Merki: kúplingsfasti 
(J) 

Fjöldi 
prótóna 

12,02 s 1 
5,14 t: 5,7 1 
4,61 dd: 10,7; 5,1 1 
3,60 tt: 13,2; 4,1 1 
3,38 m  1 
3,12 d: 12,6 1 
2,87 d: 14,9 1 
2,74 m 1 
2,42-2,57 m  3 
2,10-2,24 m 3 
2,07 s 3 
2,01 s 3 
1,48-1,94 m 15 
1,23 s 2 
1,03 d: 6,4 3 

 

 

5.7 AChE virkniprófun 
Asetýlkólínesterasavirkni ALK 1-5 var könnuð in vitro. Eftirfarandi styrkir voru 

útbúnir:  

1.   10 µL stofnlausn 990 µL stuðpúði A  1000 µM 

2.  500 µL 1  500 µL stuðpúði A  500 µM 

3.  200 µL 2  800 µL stuðpúði A  100 µM 

4.   500 µL 3  500 µL stuðpúði A  50 µM 

5.   200 µL 4  800 µL stuðpúði A  10 µM 

6.   100 µL 5  900 µL stuðpúði A  1 µM 

7.   100 µL 6  900 µL stuðpúði A   0,1 µM 

Þegar 96 brunna plöturnar voru skoðaðar eftir mælinguna sást strax að um litla 

hamningu hafi verið að ræða miðað við fýsóstigmín. Lausnirnar í brunnunum með 

sýninunum voru gular fyrir alla styrkina meðan lausnirnar í fýsóstigmín brunnunum 

voru gular fyrir lægsta styrkinn en urðu svo fölgulari eftir því sem styrkur lausnanna 

jókst. Þetta má sjá á mynd 30. 
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Mynd 30: Litur fýsóstigmín- og ALK 1-5 lausna eftir AChE próf. Fýsóstigmín lausnir í styrkjum 
A-G fóru í brunna í lengjur 1-3 og ALK 1-5 í styrkjunum A-G voru settir í lengjur 4-6. 
A var hæsti styrkur og G lægsti. 

 

Samkvæmt niðurstöðum mælinga á ljósgleypni í AChE-virkniprófinu sýndi ALK 5 

mestu hindrunina af sýnunum fimm. Útreikningar á IC50 gildi allra alkalóíðanna 

reyndist meira en 1000 µM sem var mesti styrkur af sýnunum (sjá gögn fyrir 

útreikninga á IC50 gildi í viðauka bls. LL). Ensímhamningu ALK 5 má sjá á mynd 31.  

 

 

Mynd 31: Asetýlkólínesterasahamning (%) ALK 5 í mismunandi styrkjum.  
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Útreikningar á IC50 gildi fyrir fýsóstigmín gaf 0,65 µM og því sést að ALK 5 er mjög 

veikur hindri á  asetýlkólínestera. Ensímhamningu fýsóstigmíns má sjá á mynd 32. 

Gögn fyrir útreikninga á IC50 gildi fyrir fýsóstigmín má sjá í viðauka bls. MM, NN og 

OO.  

 

 

Mynd 32: Asetýlkólínesterasa (AChE) hamning fýsóstigmíns í mismunandi styrkjum. 

 

Þar sem ALK 5 hamdi ensímið mest af alkalóíðunum samkvæmt ljósgleypnitölunum 

var IC50 gildi fyrir ALK 1, ALK 2, ALK 3 og ALK 4 ekki reiknað. IC50 gildi var því 

meira en 1000 µM fyrir alla fimm alkalóíðana.  
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6 UMRÆÐUR 
 

Litunarjafni er ein af fimm jafnategundum sem vaxa á Íslandi. Markmið 

rannsóknarinnar var að einangra, byggingarákvarða og kanna andkólínesterasavirkni 

lýkópódíum alkalóíða úr litunarjafna sem vex á Íslandi. 

Niðurstöður verkefnisins sýna að litunarjafni framleiðir mun fleiri lýkópódíum 

alkalóíða heldur en þá fjóra sem hingað til hefur verið lýst úr þessari jafnategund. Það 

er einnig ljóst að litunarjafni framleiðir mun minna magn af lýkópódíum alkalóíðum 

miðað við þurrvigt heldur en skollafingur og lyngjafni (Halldorsdottir, et al., 2010; 

Stærk, et al., 2004), sem eru þær íslensku jafnategundir sem mest hafa verið 

rannsakaðar efnafræðilega hingað til og getur það verið ein af skýringunum á því af 

hverju svo fáum alkalóíðum hefur verið lýst úr litunarjafna. 

Fyrsta skref rannsóknarinnar var úrhlutun. Meðan á úrhlutun stóð voru allir fasar 

spottaðir á TLC plötur til að fylgjast með framvindu hreinsunarinnar. Engir alkalóíðar 

sáust eftir fyrstu skref úrhlutunar, sem staðfestir að þeir eru í litlu magni í plöntunni.  

Á seinni stigum upphreinsunar komu fram að minnsta kosti átta alkalóíðar samkvæmt 

TLC. Einn alkalóíðinn (Rf=0,49) var í áberandi mestu magni, gaf stóran blett og gætu 

fleiri alkalóíðar með svipað Rf-gildi hæglega leynst þar undir. Einnig voru tveir 

alkalóíðar mjög skautaðir og þar sem aðgreiningin á þeim var ekki góð er erfitt að 

segja til um nákvæman fjölda þeirra. Anisaldehýð framköllun gaf til kynna að 

úrhlutunin hefði ekki skilið nægilega vel frá óæskileg óskautuð efni. Líklega hefði 

verið hægt að leysa það með því að hrista einu sinni til tvisvar sinnum í viðbót í 

upphafi skiljunar með petróleum eter og etýlasetati.  

Næsta skref var að aðskilja alkalóíðana með SPE súluskiljun. Aðskilnaður 

alkalóíða var að mörgu leyti góður framan af í SPE keyrslunni og á þessu stigi 

hreinsunarferilsins sáust a.m.k. 12 alkalóíðar samkvæmt TLC. Ekki fékkst nógu góð 

aðgreining í seinni hluta SPE keyrslunnar en þar sem HPLC keyrslur gengu vel þá var 

þetta ekki takmarkandi þáttur í hreinsunarferlinu. Alkalóíðarnir reyndust vera í mjög 

litlu magni í litunarjafna.  

Þriðja skref einangrunar alkalóíðanna var magnbundin HPLC. Þar sem 

alkalóíðarnir voru á fríu formi (ekki á saltformi) og því töluvert basískir fólst 

aðferðaþróun á HPLC í því að nota basískan ferðafasa með pH 10.5. Þar sem 

alkalóíðar gleypa lítið UV ljós (en þeir gleypa mest við 210 nm) gekk illa að nota 
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metanól sem ferðafasa þar sem það gleypir mjög mikið á þessu sviði. Þá var skipt yfir 

í asetónítríl og fékkst þá góð aðgreining á toppum en þeir sem voru í nægilega miklu 

magni voru sendir til greiningar í NMR.  

Alls voru 24 HPLC toppar sendir í 1H-NMR og reyndust fimm þeirra vera hreinir 

alkalóíðar (ALK 1-5) í nægilegu magni (> 2 mg) til að fá góð tvívíð róf til frekari 

byggingagreininga. Í þeirri einu rannsókn sem hefur verið birt hingað til sem greinir 

frá efnainnihaldi litunarjafna er fjórum lýkópódíum alkalóíðum lýst: lýkópódín, 

klavólónín, lýkóklavín og des-N-metýl-α-obskurín (Miller, Mees, & Braekman, 

1971a). Efnabyggingar þessara alkalóíða voru hafðar til hliðsjónar við greiningu á 

alkalóíðunum fimm sem einangraðir voru. Þegar prótónuróf sýnanna voru skoðuð var 

greinilegt að um lýkópódíum alkalóíða var að ræða. Það sem einkennir prótónuróf 

þeirra er m.a. hliðrunargildi og kúplingsmynstur fyrir þær prótónur sem tengdar eru 

kolefnunum næst köfnunarefni (H-1 og H-9) en þær gefa skýra þrefalda dúbletta í 

kringum 3 ppm. Einnig kom fram skýr dúblett við tæplega 1 ppm sem gaf til kynna 

þrjár prótónur sem staðfestir metýlhóp á kolefni nr. 15. Enginn þessara alkalóíða 

höfðu tvítengi í byggingu sinni.   

Þekkt hliðrunargildi á kolefnisrófi eru til fyrir lýkópódín og klavólónín og þegar 

þau voru borin saman við hliðrunargildi ALK 1-5 kom í ljós að ALK 1 hafði 

sambærileg gildi og lýkópódín og ALK 2 sambærileg gildi og klavólónín. Byggingar 

þeirra voru svo staðfestar með greiningu á 2D NMR rófum. ALK 3 sýndi hliðrun við 

ca. 170 ppm á kolefnisrófi sem gefur vísbendingu um esterlíkan hóp. Samkvæmt 

prótónurófi var singlett við ca. 2 ppm (3H) og gefur hliðrunargildi þess og fjöldi 

prótóna til kynna metýlhóp sem er í nágrenni við rafeindatogandi atóm. HMBC 

staðfestir að metýlhópurinn er tengdur esterlíka kolefninu og því um OAc hóp að 

ræða (viðauki bls. W). Merki við 4,5 ppm á prótónurófi er að öllum líkindum sú 

prótóna sem situr á sama kolefni og OAc hópurinn. COSY róf staðfestir að OAc 

hópurinn er staðsettur á kolefni nr. 8 þar sem kúplun á milli H-8 og H-15 annars 

vegar, og H-16 og H-15 hins vegar, er greinileg (viðauki bls. T) Alkalóíðum með 

asetýlhóp í stöðu 8 hefur ekki verið lýst áður úr litunarjafna.  

ALK 4 og 5 eiga það sameiginlegt að hafa tvo OAc hópa í byggingu sinni sem 

staðfest var með prótónu og kolefnisrófi. Líkt og í ALK 3 er annar OAc hópurinn 

staðsettur í stöðu 8 samkvæmt COSY og HMBC. Enginn alkalóíðanna sem lýst hefur 

verið úr litunarjafna hefur tvo OAc hópa og samkvæmt SciFinder leit hefur aðeins 

þremur lýkópódíum alkalóíðum með tvo OAc hópa verið lýst, þar af aðeins einn 
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þeirra með OAc hóp í stöðu 8 (Ayer, Browne, Elgersma, & Singer, 1990). Þetta gefur 

von um að um a.m.k. einn nýjan lýkópódíum alkalóíða sé að ræða.  

Þeim alkalóíðum sem hefur verið lýst úr litunarjafna hafa lýkópódín 

grunnbyggingu að undanskildum des-N-metýl-α-obskurín sem hefur lýkódín 

grunnbyggingu líkt og huperzín A. Allt bendir til þess að alkalóíðarnir sem 

einangraðir voru hafi lýkópódín grunnbyggingu að undanskildum ALK 5. Á 

prótónurófi ALK-5 kemur fram óvenjulegur breiður singlett við ca. 12 ppm og 

samkvæmt HSQC tilheyrir hann engu kolefni og því hugsanlega um OH eða NH að 

ræða (ref/mynd). Samkvæmt COSY er þessi prótóna í nálægð við prótónu 1 eða 9 og 

því ekki ólíklegt að um sé að ræða NH í lýkódín grunnbyggingu (sjá mynd 5). 

Hliðrunargildi slíkrar væri ekki svona hátt nema að vera í nálægð við rafeindatogandi 

hóp og því ekki er ólíklegt að annar OAc hópurinn sé tengdur kolefninu við hliðina á 

NH hópnum. Það sem ýtir undir þessa tillögu er óvenjulegt kúplingsmynstur fyrir H-1 

og H-9. Til að fá staðfestingu á þessu þyrfti hins vegar að fá MS róf af alkalóíðanum 

en þá væri til dæmis hægt að fá úr því skorið hvort efnasambandið innihaldi tvö 

köfnunarefni.  

Þrátt fyrir að ekki hafi náðst að byggingarákvarða að fullu nema tvo alkalóíða er 

hægt að staðfesta að lýkóklavín og des-N-metýl-α-obskurín, sem áður er lýst úr 

erlendum litunarjafna, er ekki að finna meðal þeirra alkalóíða sem eru í mestu magni í 

íslenskum litunarjafna. Umhverfisaðstæður geta spilað inn í myndun annars stigs efna 

í plöntum (Samuelsson, 2004) og má því velta fyrir sér hvort litunarjafni framleiði 

alkalóíðana í mismunandi miklu magni eftir því hvort hann vex á Íslandi eða á hlýrri 

slóðum. ALK 3-5 hefur ekki verið lýst úr litunarjafna áður, og að öllum líkindum um 

a.m.k eina nýja byggingu að ræða eins og fram kemur hér að ofan, og með MS 

greiningu og betri HMBC tvívíðum NMR rófum mætti greina endanlega byggingu 

þeirra, en ekki vannst tími til þess í þessu verkefni. Ekki vannst heldur tími til að 

ákvarða byggingu þeirra alkalóíða sem einangraðir voru í mjög litlu magni (< 2 mg), 

en til að geta það þarf betri tvívíð NMR róf og MS greiningu.  Í sumum tilfellum 

þyrfti meira magn af þessum alkalóíðum til að hægt væri að greina nákvæma 

efnabyggingu með kjarnsegulgreiningu.  

Andkólínesterasavirkni lýkópódíns, klavólóníns og ALK 3-5 var könnuð in vitro 

og reyndust öll efnin hafa IC50 yfir 1000 µM, sem er hæsti styrkur sem mældur var. 

Physostigmín var notað sem jákvætt viðmið í prófinu og gaf IC50 0,65 µM og er það í 
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samræmi við gildi sem birt hefur verið áður (Halldorsdottir, et al., 2010). Einhver 

hindrun átti sér stað en hún var mjög veik. Þar sem allir alkalóíðarnir nema einn 

virðast hafa lýkópódín grunnbyggingu sem ekki hefur sýnt mikla andkólínerga virkni 

hingað til (Halldorsdottir, et al., 2010) þá koma niðurstöðurnar ekki á óvart. Þeir 

lýkópódíum alkalóíðar sem mælst hafa með öfluga andkólínesterasavirkni tilheyra 

allir lýkódín flokknum (X. Q. Ma & Gang, 2004). ALK 5 sem að öllum líkindum 

hefur lýkódín grunnbyggingu hafði einnig veik hindrunaráhrif á ensímið, enda skortir 

þá efnahópa sem mikilvægir eru fyrir öfluga asetýlkólýnesterasahindrun eins og 

tvítengi og ketónhóp í stöðu 5 (Halldorsdottir, et al., 2010). Ekki er útilokað að 

litunarjafni gæti innihaldið fleiri alkalóíða með lýkódín grunnbyggingu og jafnvel 

einhverja sem reynast öflugir asetýlkólínesterasahindrar.  
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7 ÁLYKTANIR 
 

Lýkópódíum alkalóíðainnihald í íslenskum litunarjafna hefur hér verið kannað. 

Plantan inniheldur a.m.k. tólf alkalóíða og finnast þeir í litlu magni en hafa jafnframt 

fjölbreyttar efnabyggingar þar sem fyrir koma OAc hópar, ýmist einn eða tveir, og 

hýdroxýlhópur jafnframt því sem þeir virðast hafa bæði lýkópódín og lýkódín 

grunnbyggingu.  

Fimm alkalóíðar voru byggingarákvarðaðir í þessari rannsókn. Tveir þeirra 

reyndust vera lýkópódín og klavólónín sem áður hefur verið lýst úr litunarjafna. Hinir 

þrír voru ekki byggingarákvarðaðir til hlítar, en ljóst er að þeir hafa ekki fundist í 

litunarjafna áður og allt bendir til þess að um a.m.k. eina nýja lýkópódíum 

alkalóíðabyggingu (ALK 5) sé að ræða. Tvær af þeim fjórum efnabyggingum sem 

áður hefur verið lýst, lýkóklavín og des-N-metýl-α-obskurín, voru ekki meðal þeirra 

fimm alkalóíða sem fundust í mestu magni og má því velta fyrir sér hvort litunarjafni 

framleiði alkalóíðana í mismunandi miklu magni eftir því hvort hann vex á Íslandi eða 

á hlýrri slóðum. 

Alkalóíðarnir fimm höfðu veik hindrandi áhrif á asetýlkólínesterasa, sem er í 

samræmi við fyrri rannsóknir á alkalóíðum með lýkópódín grunnbyggingu. Áhugavert 

væri að greina efnabyggingar þeirra alkalóíða sem finnast í litlu magni í litunarjafna 

og ekki tókst að byggingarákvarða í þessari rannsókn. Mikill ávinningur yrði af því að 

keyra NMR róf af þeim með öflugri segli eins og t.d. 600 eða 800 MHz. Kúplanir á 

flóknum merkjum yrði þá auðveldara að greina með tvívíðum rófum. Nauðsynlegt er 

að hafa einnig MS róf af alkalóíðunum m.a. til að skera úr um hversu mörg 

köfnunarefni og súrefni efnin innihalda og hjálpar að greina á milli lýkódín og 

lýkópódín grunnbyggingar. Þörf er á betri HMBC rófum sem sýna CH kúplun yfir 

þrjú til fjögur tengi. Einnig gæti verið ávinningur af því að keyra í öðrum leysi til að 

fá ólíka hliðrun og e.t.v. betri aðgreiningu á merkjunum.  

Til að hafa nægilegt magn til að greina þá alkalóíða sem eru í mjög litlu magni í 

litunarjafnanum þyrfti að byrja með enn meira magn af plöntuefni en gert var í þessari 

rannsókn. Ekki er útilokað að enn fleiri lýkópódíum alkalóíðar finnist þá og jafnvel 

alkalóíðar með áður óþekkta byggingu. Einnig væri áhugavert að kanna 

andkólínesterasavirkni þeirra alkalóíða í litunarjafna sem ekki náðist að 

byggingarákvarða í þessari rannsókn. 
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VIÐAUKI 1 – TLC 
 

  
a b 

 

TLC plötur með petróleum eter fösum og MeOH:H2O fösum eftir hristun extrakts af 
litunarjafna með petróleum eter. a) anisaldehýð framköllun, b) Dragendorff 
framköllun. 
 

Pet I Ex I: petróleum eter fasi I úr extrakti I 
Pet II Ex I: petróleum eter fasi II úr extrakti I.  
Pet III Ex I: petróleum eter fasi III úr extrakti I. 
Pet I Ex II: petróleum eter fasi I úr extrakti II 
Pet II Ex II: petróleum eter fasi II úr extrakti II 
Pet I Ex III/IV: petróleum eter fasi I úr extrakti III/IV  
Pet II Ex III/IV: petróleum eter fasi II úr extrakti III/IV 
H2O I: MeOH:H2O fasi úr extrakti I 
H2O I: MeOH:H2O fasi úr extrakti II 
H2O I: MeOH:H2O fasi úr extrakti III/IV 
 



 B 

  

TLC plata með etýlasetat fösum og H2O fösum eftir skiljun með etýlasetati. Platan er 

framkölluð með anisaldehýð framköllunarvökva. 

E1 I: etýlasetat fasi I úr extrakti I 

E2 I: etýlasetat fasi 2 úr extrakti I 

E1 II: etýlasetat fasi 1 úr extrakti II 

E2 II: etýlasetat fasi 2 úr extrakti II 

E1 III/IV: etýlasetat fasi 1 úr extrakti III/IV 

E2 III/IV: etýlasetat fasi 2 úr extrakti III/IV 

I (1) og I (2): H2O fasi úr extrakti I 

II (1) og II (2): H2O fasi úr extrakti I 

III/IV (1) og III/IV (2): H2O fasi úr extrakti I 
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VIÐAUKI 2 - NMR 
 

NMR róf fyrir ALK 1:  

 
1H NMR róf af ALK 1, keyrt í CDCl3. 

 

 

 



 D 

 

 
13C NMR róf af ALK 1, keyrt í CDCl3.  

 

 



 E 

 
DEPT-135 róf af ALK 1, keyrt í CDCl3. 



 F 

 
COSY 2D NMR róf af ALK 1, keyrt í CDCl3. 

 



 G 

NOESY 2D NMR róf af ALK 1, keyrt í CDCl3. 

 



 H 

HSQC 2D NMR róf af ALK 1, keyrt í CDCl3.  

 



 I 

HMBC 2D NMR róf af ALK 1, keyrt í CDCl3.  
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NMR róf fyrir ALK 2:  

 

1H NMR róf af ALK 2, keyrt í CDCl3.  



 K 

 
13C NMR róf af ALK 2, keyrt í CDCl3.  



 L 

 
DEPT-135 NMR róf af ALK 2, keyrt í CDCl3.  



 M 

 
COSY 2D NMR róf af ALK 2, keyrt í CDCl3. 



 N 

 
NOESY 2D NMR róf af ALK 2, keyrt í CDCl3.  



 O 

 
HSQC 2D NMR róf af ALK 2, keyrt í CDCl3. 



 P 

 
HMBC 2D NMR róf af ALK 2, keyrt í CDCl3.  

 

 

 



 Q 

NMR róf fyrir ALK 3: 

 
1H NMR róf af ALK 3, keyrt í CDCl3.  



 R 

 
13C NMR róf af ALK 3, keyrt í CDCl3.  



 S 

 
DEPT-135 NMR róf af ALK 3, keyrt í CDCl3.  



 T 

 
COSY 2D NMR róf af ALK 3, keyrt í CDCl3.  



 U 

 
NOESY 2D NMR róf af ALK 3, keyrt í CDCl3.  



 V 

 
HSQC 2D NMR róf af ALK 3, keyrt í CDCl3.  



 W 

 
HMBC 2D NMR róf af ALK 3, keyrt í CDCl3.  

 

 

 



 X 

 
NMR róf fyrir ALK 4:  

 
1H NMR róf af ALK 4, keyrt í CDCl3.  



 Y 

 
13C NMR róf af ALK 4, keyrt í CDCl3.  



 Z 

 
DEPT-135 NMR róf af ALK 4, keyrt í CDCl3.  



 AA 

 
COSY 2D NMR róf af ALK 4, keyrt í CDCl3.  



 BB 

 
NOESY 2D NMR róf af ALK 4, keyrt í CDCl3.  



 CC 

 
HSQC 2D NMR róf af ALK 4, keyrt í CDCl3.  



 DD 

 
HMBC 2D NMR róf af ALK 4, keyrt í CDCl3. 

 

 

 



 EE 

NMR róf fyrir ALK 5:   

 
1H NMR róf af ALK 5, keyrt í CDCl3.  



 FF 

 
13C NMR róf af ALK 5, keyrt í CDCl3.   



 GG 

 
DEPT-135 NMR róf af ALK 5, keyrt í CDCl3.  



 HH 

 
COSY 2D NMR róf af ALK 5, keyrt í CDCl3.  



 II 

 
NOESY 2D NMR róf af ALK 5, keyrt í CDCl3.  



 JJ 

 
HSQC 2D NMR róf af ALK 5, keyrt í CDCl3. 



 KK 

  
HMBC 2D NMR róf af ALK 5, keyrt í CDCl3.  

 

 

 

 



 LL 

VIÐAUKI 3 – AChE virkniprófanir 
Ljósgleypnimælingar á ALK 5: 

Eitt mælingasett var notað til útreikninga.  

 

 
 

 

 

 



 MM 

Ljósgleypnimælingar fýsóstigmíns  

Mælingasett 1:  

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 



 NN 

 

 

Mælingasett 2:  

 
 

 

 

 

 

 

 



 OO 

 

Mælingasett 3:  

 


