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Streszczenie
Koniczyna inkarnatka (Trifolium incarnatum L.) jest rośliną należącą do rodziny bobowa-
tych (Fabaceae), do której zalicza się również inne gatunki Trifolium, takie jak koniczyna 
czerwona (Trifolium pratense L.) i koniczyna biała (Trifolium repens L.). W medycynie 
stosowana jest przede wszystkim kończyna czerwona, gdyż zawiera m.in. flawonoidy 
i kwasy fenolowe, którym zawdzięcza swoją aktywność biologiczną. Koniczyna inkarnatka 
jest obecnie wczesnym źródłem nektaru do produkcji miodu przez pszczoły, zielonym na-
wozem oraz rośliną pastewną. Ponieważ wiele roślin z rodziny bobowatych stosowanych 
jest w medycynie, można podejrzewać, że koniczyna inkarnatka również może zawierać 
cenne związki farmakologicznie czynne, które mogą znaleźć zastosowanie w terapii róż-
nych schorzeń. Celem niniejszej pracy była optymalizacja metod izolacji, analizy chro-
matograficznej oraz wstępna identyfikacja flawonoidów i kwasów fenolowych obecnych 
w zielu i nasionach Trifolium incarnatum L. Ilościowe oznaczanie zawartości flawonoidów 
przeprowadzono metodą spektrofotometryczną, natomiast identyfikacji związków doko-
nano przy użyciu jednokierunkowej i dwukierunkowej chromatografii cienkowarstwowej. 
W wyniku przeprowadzonych analiz stwierdzono, że ziele koniczyny inkarnatki zawie-
ra więcej związków flawonoidowych niż jej nasiona. Dzięki analizie chromatograficznej 
w zielu stwierdzono obecność wielu farmakologicznie czynnych flawonoidów oraz feno-
lokwasów. Nasiona badanej rośliny okazały się o wiele bardziej ubogie w związki farma-
kologicznie czynne. Powyższe wyniki wskazują, że koniczyna inkarnatka, po bardziej do-
kładnych analizach fitochemicznych, może stać się cennym źródłem surowca zielarskiego 
i farmaceutycznego. 

Analiza zawartości flawonoidów i kwasów fenolowych...
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Summary
Crimson clover (Trifolium incarnatum L.) is a plant belonging to fabaceae family, which also 
includes other Trifolium species, such as red clover (Trifolium pratense L.) or white clover 
(Trifolium repens L.). In medicine the mainly used species is red clover, due to the pharmaco-
logically active compounds such as flavonoids or phenolic acids. Nowadays, crimson clover 
is used as source of honey, green manure and fodder plant. Since many Fabaceae plants are 
used in medicine, it can be assumed that crimson clover may also provide valuable com-
pounds useful in the therapy of various diseases.The aim of the study was to optimize iso-
lation methods, chromatographic conditions, and preliminary identification of flavonoids 
and phenolic acids in the herb and seeds of Triflolium incarnatum L. Quantitative analysis of 
flavonoids was conducted spectrophotometrically, while identification of active compounds 
was performed using the 1D and 2D TLC.Obtained results indicate, that herb of crimson clo-
ver contains more flavonoids that the seeds. In the TLC analysis of the herb, many flavonoids 
and phenolic acids were found. Seeds of the test plants contained far fewer pharmacologically 
active compounds than the herb.It can be concluded, that crimson clover, after more com-
plex phytochemical analyses, may become a valuable pharmaceutical.

Wstęp
Właściwości lecznicze koniczyny odkryły ludy zamieszkujące Amerykę Po-
łudniową, a pierwsze wzmianki o jej leczniczym zastosowaniu można zna-
leźć w dziele św. Hildegardy z Bingen (1098–1179) pt. Physica [1]. 

Koniczyna należy do rodziny Fabaceae (Bobowate). Do najlepiej zbada-
nych gatunków koniczyny zalicza się koniczynę łąkową (Trifolium pratense L.)  
i koniczynę białą (Trifolium repens L.). Koniczyna łąkowa stosowana była 
w medycynie ludowej do leczenia stanów zapalnych błon śluzowych i chorób 
skóry. Aktywność biologiczna koniczyny związana jest głównie z obecnością 
flawonoidów, kumaryn oraz kwasów fenolowych. Natomiast fitoestrogeny 
zawarte w koniczynie łąkowej hamują rozwój chorób układu krążenia, no-
wotworów oraz zapobiegają postępującej osteoporozie. Związki te wpływają 
także korzystnie na łagodzenie objawów przekwitania u kobiet [2, 3]. 

Koniczyna inkarnatka (Trifolium incarnatum L.) jest nazywana inaczej 
koniczyną szkarłatną lub krwistoczerwoną. Koniczyna inkarnatka począt-
kowo była uprawiana w XVIII wieku we Włoszech, Szwajcarii oraz połu-
dniowej Francji. W Stanach Zjednoczonych została wprowadzona jako 
roślina paszowa pod koniec XIX wieku. Naturalne siedliska koniczyny 
inkarnatki to cieplejsze rejony basenu Morza Śródziemnego [4]. W Kali-
fornii koniczyna inkarnatka jest najczęściej wysiewana wraz z koniczyną 
łąkową w sadach oraz gajach orzechowych w celu zmniejszenia erozji gle-
by oraz dostarczania azotu do gleby [5]. Koniczyna inkarnatka wytwarza 
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również duże ilości wonnego nektaru, który wabi różne gatunki owadów, 
m.in. pszczoły, pluskwiaki i chrząszcze. Z tego powodu stosowana jest jako 
wczesne źródło miodu [6].

Koniczyna inkarnatka to prosta, wzniesiona, jednoroczna lub dwuletnia 
roślina (Rys. 1). Osiąga od 20 cm do 40 cm wysokości. W bardzo sprzy-
jających warunkach może wzrosnąć nawet do 60 cm. Roślina jest kosma-
to, miękko owłosiona. Ulistnienie jest jasnozielone, pokryte delikatnymi 
włoskami. Liście są 3-listkowe, szerokie. Najszersze powyżej połowy, listki 
odwrotnie jajowate, mogą osiągać od 5–30 mm długości. Koniczyna inkar-
natka ma najdłuższe liście ze wszystkich gatunków koniczyny [7]. Przylistki 
są jajowate, niewyraźnie ząbkowate. Łodyga tej koniczyny jest pojedyncza, 
gruba, zazwyczaj nierozgałęziona. Podobnie jak liście jest owłosiona. T. in-
carnatum, wśród innych gatunków koniczyny, wyróżnia się wydłużonym, 
bordowym lub jasnokarmazynowym kwiatem. Kwiatostan jest szczytowy, 
długoszypułkowy, gęsty, zebrany w cylindryczne główki osiągające nawet 
do 6 cm długości. Główki pojedyncze, jajowate potem podługowato-walco-
wate. Koniczyna inkarnatka kwitnie od maja do sierpnia. Kielich jest owło-
siony, nieznacznie krótszy od korony, 7–10 mm długości. Działki kielicha są 
cylindryczne, prążkowane a ząbki kielicha gwiazdkowato odgięte. Korona 
ma 10–12 mm długości i najczęściej nie przekracza kielicha. Nasiona u tego 
gatunku koniczyny są małe, wielkości około 3 mm, koloru od kremowego 
do jasnobrązowego, kształtu owalnego lub okrągłego [7, 8]. 

Koniczyna inkarnatka posiada korzeń palowy z wieloma drobnymi, roz-
gałęzionymi korzeniami bocznymi. Taki układ korzeni pozwala czerpać 
wodę z głębokich warstw gleby, dzięki czemu roślina może przetrwać dłu-
gotrwałe okresy suszy [9]. 

Rośliny należące do rodziny bobowatych, w tym koniczyna łąkowa (Tri-
folium pratense) i soja (Glycine max) są bogate w związki flawonoidowe sze-
roko wykorzystywane w lecznictwie. Koniczyna inkarnatka, również nale-
żącą do rodziny bobowatych, będąca źródłem związków flawonoidowych, 
w przyszłości może mieć zastosowanie w terapii różnych schorzeń. 

Celem niniejszej pracy była optymalizacja metod izolacji, analizy chro-
matograficznej oraz wstępna identyfikacja flawonoidów i kwasów fenolo-
wych obecnych w zielu i nasionach koniczyny inkarnatki. 
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Rysunek 1. Koniczyna inkarnatka (Trifolium incarnatum L.)
Źródło: Wikipedia

Materiał i metody

Materiał roślinny
Surowcem roślinnym wykorzystanym do badań było ziele oraz nasiona ko-
niczyny inkarnatki (Trifolium incarnatum L.) produkcji firmy Małopolska 
Hodowla Roślin – HBP sp. z o.o. Nasiona wysiano w Ogrodzie Botanicznym 
w Mikołowie końcem kwietnia 2012 r. W sierpniu 2012 r. zebrano kwitnące 
ziele, które wysuszono w temperaturze pokojowej, w cieniu, w przewiewie. 
Przed wykonywaniem badań wysuszone ziele fragmentowano, a następnie, 
podobnie jak nasiona, mielono.

Ilościowe oznaczanie zawartości flawonoidów w zielu i nasionach 
koniczyny inkarnatki

Procentową zawartość flawonoidów w koniczynie w przeliczeniu na kwer-
cetynę przeprowadzono metodą spektrofotometryczną opisaną w Farma-
copea Polska VI [10].

Optymalizacja metod ekstrakcji flawonoidów i kwasów fenolowych  
z ziela i nasion koniczyny inkarnatki

W celu opracowania najlepszej metody izolacji flawonoidów i kwasów fe-
nolowych z koniczyny inkarnatki wykonano ekstrakcję różnymi metodami, 
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otrzymując cztery różne wyciągi – wyciąg A, B, C i D. Następnie otrzymane 
wyciągi poddano analizie metodą chromatografii cienkowarstwowej jedno-
kierunkowej i dwukierunkowej z zastosowaniem różnych układów rozwi-
jających. Do analizy chromatograficznej wykorzystano płytki TLC silica gel 
60 F254. Każdą analizę fitochemiczną wykonano trzy razy.

Wykaz identyfikowanych flawonoidów: apigenina, biochanina A, chry-
zyna, daidzeina, formononetyna, genisteina, glabridina, hesperydyna, izo-
ramnetyna, kemferol, kwercetyna, luteolina, mirycetyna, naryngenina, 
ramnetyna, rutozyd.

Wykaz identyfikowanych fenolokwasów: kwas chlorogenowy, kwas ferulo-
wy, kwas homowanilinowy, kwas kawowy, kwas p-kumarowy, kwas szikimowy.

Ekstrakcja metanolowa (wyciąg A)
Badany surowiec roślinny: ziele
Odważono 3 g surowca, dodano 20 cm3 metanolu o odpowiednim stężeniu 
(50%, 70% lub 99,9%) i ogrzewano na łaźni wodnej pod chłodnicą zwrotną 
przez 10 minut. Otrzymane wyciągi wirowano przez 15 minut [11].

Ekstrakcja z odseparowaniem frakcji lipidowej za pomocą 
eteru naftowego (wyciąg B)

Badany surowiec roślinny: ziele, nasiona
Roztarty surowiec zalano 20 cm3 80% etanolu i pozostawiono w lodówce na 
72 godziny. Po zwirowaniu suchą pozostałość zawieszono w 10 cm3 wody 
destylowanej. Następnie dodano 10 cm3 eteru naftowego w celu wyekstra-
howania i usunięcia frakcji lipidowej. Po 10 minutach ekstrakcji wodną 
warstwę wyciągu odparowano na łaźni wodnej do suchej masy. Pozostałość 
po odparowaniu rozpuszczono w 2,5 cm3 80% etanolu [12].

Ekstrakcja z hydrolizą glikozydów flawonoidowych (wyciąg C)
Badany surowiec roślinny: ziele, nasiona
Do 2 g zmielonego materiału roślinnego dodano 2 cm3 2M kwasu chloro-
wodorowego oraz 10 cm3 acetonitrylu. Kolbę wytrząsano przez 2 godziny 
w temperaturze pokojowej. Otrzymany wyciąg odparowano na łaźni wodnej 
do suchej masy, którą rozpuszczono w 10 cm3 80% metanolu i zagęszczono 
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do objętości około 2 cm3 [13; zmodyfikowany]. W ten sposób otrzymano 
wyciąg C. Do analizy chromatograficznej związków flawonoidowych ziela 
zastosowano zarówno świeży wyciąg C, jak i wyciąg C mrożony. W przy-
padku nasion zastosowano tylko świeży wyciąg C.

Dokonano również modyfikacji podanej powyżej metody hydrolizy gliko-
zydów flawonoidowych.
•	 Modyfikacja 1 – zmniejszenie ilości acetonitrylu do 5 cm3 i ilości 80% 

metanolu do 5cm3.
•	 Modyfikacja 2 – zmniejszenie ilości 80% metanolu do 5 cm3 i za-

gęszczeniu wyciągu do objętości 1 cm3.
•	 Modyfikacja 3 – zwiększenie ilości surowca roślinnego do 4 g oraz 

objętości odczynników – acetonitrylu do 20 cm3 i 2 M kwasu chloro-
wodorowego do 4 cm3. Dodatkowo zmniejszono ilość 80% metanolu 
do 5 cm3.

Ekstrakcja metodą opisaną w Farmakopei Polskiej VI (wyciąg D)
Badany surowiec roślinny: ziele
Do 0,25 g sproszkowanego ziela dodano 25 cm3 metanolu i ogrzewano 
przez 30 minut [10].

Wykaz układów rozwijających zastosowanych w metodzie 
chromatografii cienkowarstwowej jednokierunkowej

1. Dichlorometan: izopropanol
    28,75 : 1,25 v/v [12]
2. Toluen: chloroform : aceton 
    40 : 25 : 35 v/v [14]
3. Octan etylu: kwas octowy : kwas mrówkowy : woda
    100 : 11 : 11 : 27 v/v [15]
4. Chloroform: aceton : kwas mrówkowy
    75 : 16,5 : 8,5 v/v [16]
5. Benzen: kwas octowy : woda
    125 : 72 : 3 v/v [17]
6. Chloroform: aceton : 25% amoniak 
    50 : 50 : 1v/v [17]
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7. Metanol: dichlorometan : woda : kwas mrówkowy 
    70,5 : 25 : 4,5 : 1 v/v [18]
8. Chloroform: metanol : octan etylu : woda  
    16,2 : 18,8 : 52 : 3 v/v [18]
9. Toluen: octan etylu : kwas mrówkowy : woda 
    1 : 9 : 2,5 : 2 v/v [19]
10. Toluen: octan etylu : kwas octowy 
    14 : 6 : 1 v/v [20]
11. Octan etylu: metyloetyloketon : kwas mrówkowy : woda 
    50 : 30 : 10 : 10 v/v [21]
12. N – propanol: metanol : woda 
    4 : 1 : 4 v/v [22]
13. Octan etylu: metanol : woda 
    100 : 17 : 13 v/v [11]

Wykaz układów rozwijających zastosowanych w metodzie 
chromatografii cienkowarstwowej dwukierunkowej

W celu dokładniejszego rozdziału związków zawartych w wyciągach w ko-
niczynie inkarnatce zastosowano dwukierunkową chromatografię cienko-
warstwową. Zestawienie układów rozwijających zastosowanych w tej meto-
dzie przedstawia Tabela 1.

Tabela 1. Układy rozwijające użyte w metodzie TLC dwukierunkowej
Lp. Kierunek 1 Kierunek 2

1. Dichlorometan : izopropanol
28,75 : 1,25 v/v

Toluen : chloroform : aceton
40 : 25 : 35 v/v

2. Toluen : chloroform : aceton
40 : 25 : 35 v/v

Dichlorometan : izopropanol
28, 75 : 1,25 v/v

3. Dichlorometan : izopropanol
28,5 : 1,5 v/v

Toluen : chloroform : aceton
40: 25 : 35 v/v

4. Dichlorometan : izopropanol
25 : 5 v/v

Toluen : chloroform : aceton
40: 25 : 35 v/v

5. Dichlorometan : izopropanol
28, 65 : 1,25 v/v

Octan etylu : kwas octowy : kwas mrówkowy : woda
100 : 11 : 11 :27 v/v

6. Dichlorometan : izopropanol
28, 75 : 1,25 v/v

Chloroform : aceton : kwas mrówkowy
75 : 16,5 : 8,5 v/v

Analiza zawartości flawonoidów i kwasów fenolowych...
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Lp. Kierunek 1 Kierunek 2

7. Dichlorometan
30 v/v

Toluen : chloroform : aceton
40: 25 : 35 v/v

8. Toluen : chloroform : aceton
40 : 25 :35 v/v

Octan etylu : kwas octowy : kwas mrówkowy : woda
100 : 11 : 11 : 27 v/v

9. Toluen : chloroform : aceton
40 : 25 : 35 v/v

Chloroform : aceton : kwas mrówkowy
75 : 16,5 : 8,5 v/v

Wyniki

Wyniki ilościowego oznaczania zawartości flawonoidów w zielu i na-
sionach koniczyny inkarnatki

Procentowa zawartość związków flawonoidowych w przeliczeniu na kwerce-
tynę wynosiła dla ziela i nasion odpowiednio 0,332 % i 0,033 % flawonoidów.

Wyniki oznaczeń fitochemicznych ekstraktów koniczyny inkarnatki 
metodą chromatografii cienkowarstwowej jednokierunkowej

Na podstawie przeprowadzonych analiz metodą chromatografii cienko-
warstwowej jednokierunkowej stwierdzono, że w wyciągu A, otrzymanym 
z zastosowaniem metanolu o stężeniu 70%, występują flawonoidy, jednak 
nie było możliwości zidentyfikowania konkretnych związków. Ekstrakty 
wykonane przy życiu metanolu o stężeniach 50% i 99,9% nie pozwalały na 
analizę zawartości flawonoidów i kwasów fenolowych w badanym materia-
le roślinnym.

Ekstrakcja z usunięciem frakcji lipidowej przy użyciu eteru naftowego 
(wyciąg B) nie była odpowiednia do analizy składu fitochemicznego bada-
nego surowca.

Najlepszą metodą ekstrakcji była hydroliza kwasowa (wyciąg C). Modyfi-
kacje, polegające na zmianach ilości dodawanego kwasu chlorowodorowe-
go lub acetonitrylu, nie poprawiały jakości uzyskanego ekstraktu. Mrożenie 
uzyskanego ekstraktu również nie wpłynęło na zawartość związków aktyw-
nych w wyciągu. Najlepszymi układami do rozdziału flawonoidów i związ-
ków fenolowych w wyciągu C były:
•	 Dichlorometan: izopropanol   28,75 : 1,25 v/v
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•	 Toluen: chloroform : aceton   40 : 25 : 35 v/v
•	 Chloroform: aceton : kwas mrówkowy  75 : 16,5 : 8,5 v/v

W wyciągu D również stwierdzono flawonoidy i niektóre kwasy fenolo-
we, a najlepszym układem rozwijającym umożliwiającym ich rozdział był 
układ:
•	 Octan etylu : kwas octowy : kwas mrówkowy : woda 100 : 11 : 11 : 27 v/v

Pozostałe układy użyte do analizy chromatograficznej nie pozwoliły na 
odpowiedną analizę fitochemiczną ekstraktów otrzymanych z ziela i nasion 
koniczyny inkarnatki.

W Tabeli 2 przedstawiono związki chemiczne zidentyfikowane w wycią-
gu C i D za pomocą chromatografii jednokierunkowej.

Tabela 2. Wyniki oznaczeń fitochemicznych ekstraktów otrzymanych z ziela i nasion koniczyny 
inkarnatki wykonanych metodą chromatografii cienkowarstwowej jednokierunkowej

Wyciąg Surowiec 
roślinny

Układ rozwijający Zidentyfikowane flawonoidy 
i kwasy fenolowe

Wyciąg C

ziele dichlorometan : izopropanol 
28,75 : 1,25 v/v

daidzeina, formononetyna, genisteina, 
hesperydyna, kemferol, kwas ferulowy, 
kwercetyna

toluen : chloroform : aceton 
40 : 25 : 35 v/v

daidzeina, formononetyna, genisteina, 
kemferol, kwas ferulowy

chloroform : aceton : kwas mrówkowy 
75 : 16,5 : 8,5 v/v

apigenina, daidzeina, formononetyna, 
kwercetyna

nasiona dichlorometan : izopropanol 
28,75 : 1,25

daidzeina, formononetyna

toluen : chloroform : aceton 
40 : 25 : 35 v/v

daidzeina, formononetyna

Wyciąg D
ziele octan etylu : kwas octowy : kwas 

mrówkowy: woda
100 : 11 : 11 : 27 v/v

apigenina, kwercetyna

Wyciąg C – wyciąg otrzymany metodą ekstrakcji z hydrolizą glikozydów flawonoidowych [13]
Wyciąg D – wyciąg otrzymany metodą opisaną w Farmakopei Polskiej VI [10]

Zastosowanie odczynnika wywołującego (Natural product reagent) 
znacznie ułatwiło identyfikację wyizolowanych flawonidów i kwasów feno-
lowych w materiale roślinnym.

Analiza zawartości flawonoidów i kwasów fenolowych...
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Wyniki oznaczeń fitochemicznych ekstraktów koniczyny inkarnatki 
metodą chromatografii cienkowarstwowej dwukierunkowej

Analizę chromatograficzną dwukierunkową przeprowadzono z wykorzy-
staniem wyciągu C otrzymanym z ziela, a zidentyfikowane związki przed-
stawiono w Tabeli 3.

Tabela 3. Wyniki oznaczeń fitochemicznych ekstraktów otrzymanych z ziela koniczyny inkarnatki 
wykonanych metodą chromatografii cienkowarstwowej dwukierunkowej

Wyciąg Surowiec 
roślinny

Układ rozwijający Zidentyfikowane flawonoidy 
i kwasy fenolowe

Wyciąg C Ziele 1 kierunek – dichlorometan : izopropanol 
28,75 : 1,25 v/v,
2 kierunek – toluen : chloroform : aceton 
40 : 25 : 35 v/v

apigenina, daidzeina, formononetyna, 
genisteina, glabridina, hesperydyna, 
kemferol, kwas ferulowy

1 kierunek – toluen : chloroform : aceton 
40 : 25 : 35 v/v,
2 kierunek –dichlorometan : izopropanol 
28,75 : 1,25 v/v

biochanina A, daidzeina, formono-
netyna, genisteina, glabridina, kwas 
ferulowy

1 kierunek – toluen : chloroform : aceton 
40 : 25 : 35 v/v,
2 kierunek – chloroform : aceton : kwas 
mrówkowy
75 : 16,5 : 8,5 v/v

apigenina, formononetyna, kwas feru-
lowy, luteolina

Wyciąg C – wyciąg otrzymany metodą ekstrakcji z hydrolizą glikozydów flawonoidowych [13]

Dyskusja
Materiałem badawczym w niniejszej pracy było ziele i nasiona koniczyny 
inkarnatki (Trifolium incarnatum L.). Większą zawartością flawonoidów 
charakteryzowało się ziele koniczyny inkarnatki (0,332%). Nasiona zawie-
rały 10 razy mniej flawonoidów (0,033%), dlatego większość badań została 
przeprowadzona na zielu badanej rośliny.

Przeprowadzona analiza fitochemiczna opierała się na badaniach z wy-
korzystaniem chromatografii cienkowarstwowej jednokierunkowej i chro-
matografii cienkowarstwowej dwukierunkowej. W chromatografii cien-
kowarstwowej jednokierunkowej najlepszym układem rozwijającym do 
rozdziału flawonoidów i kwasów fenolowych zawartych w koniczynie in-
karnatce był układ dichlorometan : izopropanol 28,75 : 1,25 v/v [12]. Układ 
ten pozwolił na zidentyfikowanie w zielu koniczyny inkarnatki 7 związków 
czynnych: daidzeiny, formononetyny, genisteiny, hesperydyny, kemferolu, 
kwasu ferulowego, kwercetyny. Kolejny układ to: toluen : chloroform : ace-
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ton 40 : 25 : 35 v/v [14]. Pozwolił wykryć w badanym materiale roślinnym  
5 związków czynnych: daidzeinę, formononetynę, genisteinę, kemferol, 
kwas ferulowy. Innym układem o równie dobrej rozdzielczości okazał się 
układ chloroform : aceton : kwas mrówkowy 75 : 16,5 : 8,5 v/v [16]. Umoż-
liwił on identyfikację 4 związków czynnych: apigeninę, daidzeinę, formono-
netynę, kwercetynę. Kolejnym układem, który pozwolił na wyodrębnienie 
związków czynnych z ziela koniczyny inkarnatki w metodzie chromatogra-
fii cienkowarstwowej jednokierunkowej był układ: octan etylu : kwas octo-
wy : kwas mrówkowy : woda 100 : 11 : 11 : 27 v/v [15]. Przy zastosowaniu 
tego układu wykryto w badanym zielu jedynie 2 związki aktywne – apigeni-
nę i kwercetynę. Jednak na podstawie przeprowadzonych badań stwierdzo-
no, że układ ten jest nieodpowiedni do rozdziału flawonoidów, ponieważ 
większość z nich migrowała razem z czołem rozpuszczalnika.

Metodą znacznie lepszą do rozdziału związków czynnych zawartych w zie-
lu koniczyny inkarnatki okazała się metoda chromatografii cienkowarstwowej 
dwukierunkowej. Metoda ta pozwoliła na zidentyfikowanie większej ilości 
związków aktywnych. Najlepszymi układami rozwijającymi w metodzie dwukie-
runkowej były: 1 kierunek – dichlorometan : izopropanol 28,75 : 1,25 v/v [12],  
2 kierunek – toluen : chloroform : aceton 40 : 25 : 35 v/v [14]. Rozpoznano aż 
8 związków czynnych zawartych w zielu koniczyny inkarnatki (formononety-
nę, genisteinę, daidzeina, kemferol, apigeninę, glabridin, hesperydynę i kwas 
ferulowy). W przeprowadzonych badaniach zastosowano również metodę 
odwrotną do wcześniej opisanej. Układami rozwijającymi były: 1 kierunek – 
toluen : chloroform : aceton 40 : 25 : 35 v/v [14], 2 kierunek – dichlorometan : 
izopropanol 28,75 : 1,25 v/v [12]. Metoda ta była nieco gorsza od poprzedniej, 
ponieważ pozwoliła zidentyfikować tylko 6 związków czynnych: biochaninę 
A, formononetynę, daidzeinę, genisteinę, glabridin i kwas ferulowy. W meto-
dzie chromatografii cienkowarstwowej dwukierunkowej zastosowano także 
inną kombinację układów rozwijających: 1 kierunek – toluen : chloroform : 
aceton 40 : 25 : 35 v/v [14], 2 kierunek – chloroform : aceton : kwas mrów-
kowy 75 : 16,5 : 8,5 v/v [16]. Dzięki tej metodzie zidentyfikowano 4 związki 
czynne takie jak: formononetyna, apigenina, luteolina i kwas ferulowy.

Pozostałe układy rozwijające użyte w celu identyfikacji flawonoidów 
i kwasów fenolowych, pomimo że były proponowane w artykułach i książ-
kach naukowych nie były odpowiednie do rozdziału związków czynnych 
obecnych w zielu i nasionach koniczyny inkarnatki [12, 14, 15, 16].

Jednym ze związków farmakologicznie czynnych, który wykryto przy 
pomocy wszystkich wykorzystanych w pracy układów rozwijających była 
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formononetyna. Formononetyna należy do izoflawonów (podgrupa flawo-
noidów) i występuje również w koniczynie łąkowej. Podobnie jak inne izo-
flawony, wykazuje zdolność do wiązania z receptorami estrogenowymi. Po-
winowactwo do receptorów estrogenowych jest jednak znacznie mniejsze 
niż w przypadku daidzeiny. Formononetyna charakteryzuje się działaniem 
ochronnym na układ sercowo-naczyniowy, obniża ryzyko raka piersi i pro-
staty oraz działa korzystnie na układ kostny [23, 24]. Obecność tego flawo-
noidu w zielu koniczyny inkarnatki potwierdziły również inne badania [25].

Przeprowadzone badania pozwoliły także na wykrycie w zielu koniczyny 
inkarnatki genisteiny. Obecność tego związku została potwierdzona przez 
większość zastosowanych układów rozwijających. Genisteina, podobnie jak 
formononetyna, występuje powszechnie w koniczynie łąkowej i koniczynie 
białej [26]. Właściwości estrogenowe genisteiny wykorzystywane są głównie 
w zapobieganiu i łagodzeniu objawów menopauzy u kobiet [23, 26, 27, 28]. 
Badania kliniczne potwierdziły działanie przeciwnowotworowe genisteiny. 
Dodatkowo substancja ta wykazuje silne właściwości przeciwutleniające, 
znacznie silniejsze niż inne izoflawony np. daidzeina [23, 27].

Kolejnym flawonoidem, którego obecność w koniczynie inkarnatce po-
twierdziły przeprowadzone badania jest daidzeina. Podobnie jak wcze-
śniejsze związki występuje ona również w koniczynie łąkowej [26]. Posiada 
właściwości estrogenopodobne, działa silnie antyoksydacyjnie i antyagre-
gacyjnie [23].

Innymi flawonoidami, które wykryto w przeprowadzonych badaniach są 
kwercetyna i kemferol. Kwercetyna to flawonoid, który występuje powszech-
nie w koniczynie łąkowej i koniczynie białej, natomiast kemferol obecny jest 
głównie w koniczynie łąkowej [23, 29]. Są to związki flawonoidowe wykazu-
jące silne działanie diuretyczne, antyoksydacyjne, przeciwalergiczne i prze-
ciwzapalne. Dodatkowo kwercetyna posiada właściwości przeciwcukrzycowe. 
Badania kliniczne potwierdziły także skuteczność kwercetyny w hamowaniu 
wzrostu gronkowca złocistego (Staphylococcus aureus) [27, 30].

Ponadto przeprowadzone badania pozwoliły na wykrycie także flawono-
idu hesperydyny. Hesperydyna, podobnie jak inne flawonoidy, wykazuje 
silne działanie antyoksydacyjne. Badania kliniczne potwierdziły działanie 
przeciwzapalne tego związku [28]. W publikacjach naukowych brak jest in-
formacji na temat obecności hesperydyny w koniczynie łąkowej lub białej.

W badanym zielu koniczyny inkarnatki stwierdzono obecność apigeniny 
i luteoliny. Są to związki działające diuretycznie, przeciwzapalnie i rozkur-
czająco na mięśnie dróg moczowych. Flawonoidy te występują w koniczy-
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nie łąkowej [3, 23, 27]. Wcześniejsze badania prowadzone metodą HPLC 
potwierdziły obecność tych związków w koniczynie inkarnatce [25].

Związkiem, który występuje w zielu koniczyny inkarnatki jest glabridina. 
Substancja ta została zidentyfikowana za pomocą dwóch układów rozwi-
jających w chromatografii dwukierunkowej. Podobnie jak inne izoflawony 
charakteryzuje się aktywnością estrogenową, poprzez redukcję masy ciała 
oraz zmniejszanie stężenia glukozy we krwi może korzystnie wpływać na 
pacjentów z otyłością [31, 32].

Podsumowanie
Przeprowadzone badania udowodniły także obecność biochaniny A – flawo-
noidu powszechnie występującego w koniczynie łąkowej oraz wykrytego me-
todą HPLC w koniczynie inkarnatce. Związek ten, podobnie jak genisteina, 
może wykazywać działanie profilaktyczne w terapii nowotworów [2, 23, 25].

Wykonane w niniejszej pracy analizy chromatograficzne umożliwiły rów-
nież identyfikację kwasu ferulowego – związku należącego do kwasów fe-
nolowych występującego także w koniczynie łąkowej [33]. Obecność tego 
związku potwierdziło większość zastosowanych układów rozwijających. 
Kwas ferulowy wykazuje hipotensyjne i antyoksydacyjne działanie [34].

Ziele i nasiona koniczyny inkarnatki, dzięki obecności flawonoidów 
i kwasów fenolowych, mogą okazać się źródłem cennego surowca leczni-
czego. Należy jednak wykonać badania fitochemiczne, które umożliwią ob-
liczenie procentowe udziału tych związków w Trifolium incarnatum.
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