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Streszczenie

Koniczyna inkarnatka (Trifolium incarnatum L.) jest roéling nalezaca do rodziny bobowa-
tych (Fabaceae), do ktorej zalicza si¢ rowniez inne gatunki Trifolium, takie jak koniczyna
czerwona (Trifolium pratense L.) i koniczyna biata (Trifolium repens L.). W medycynie
stosowana jest przede wszystkim konczyna czerwona, gdyz zawiera m.in. flawonoidy
i kwasy fenolowe, ktorym zawdzigcza swoja aktywnos¢ biologiczng. Koniczyna inkarnatka
jest obecnie wezesnym Zrédtem nektaru do produkcji miodu przez pszczoty, zielonym na-
wozem oraz rosling pastewng. Poniewaz wiele roélin z rodziny bobowatych stosowanych
jest w medycynie, mozna podejrzewad, ze koniczyna inkarnatka rowniez moze zawieraé
cenne zwigzki farmakologicznie czynne, ktére moga znalez¢ zastosowanie w terapii roz-
nych schorzen. Celem niniejszej pracy byta optymalizacja metod izolacji, analizy chro-
matograficznej oraz wstepna identyfikacja flawonoidéw i kwaséw fenolowych obecnych
w zielu i nasionach Trifolium incarnatum L. Ilo$ciowe oznaczanie zawartosci flawonoidow
przeprowadzono metoda spektrofotometryczna, natomiast identyfikacji zwigzkéw doko-
nano przy uzyciu jednokierunkowej i dwukierunkowej chromatografii cienkowarstwowej.
W wyniku przeprowadzonych analiz stwierdzono, ze ziele koniczyny inkarnatki zawie-
ra wiecej zwiazkéw flawonoidowych niz jej nasiona. Dzigki analizie chromatograficznej
w zielu stwierdzono obecno$¢ wielu farmakologicznie czynnych flawonoidéw oraz feno-
lokwasow. Nasiona badanej rosliny okazaly sie o wiele bardziej ubogie w zwiazki farma-
kologicznie czynne. Powyzsze wyniki wskazuja, ze koniczyna inkarnatka, po bardziej do-
ktadnych analizach fitochemicznych, moze sta¢ si¢ cennym Zrédlem surowca zielarskiego
i farmaceutycznego.
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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.

Wstep

Wtasciwosci lecznicze koniczyny odkryly ludy zamieszkujace Ameryke Po-
tudniowsy, a pierwsze wzmianki o jej leczniczym zastosowaniu mozna zna-
lez¢ w dziele $w. Hildegardy z Bingen (1098-1179) pt. Physica [1].

Koniczyna nalezy do rodziny Fabaceae (Bobowate). Do najlepiej zbada-
nych gatunkéw koniczyny zalicza sie¢ koniczyne takowa (Trifolium pratense L.)
i koniczyne bialg (Trifolium repens L.). Koniczyna tagkowa stosowana byta
w medycynie ludowej do leczenia stanéw zapalnych bton sluzowych i choréb
skory. Aktywnos¢ biologiczna koniczyny zwigzana jest gtéwnie z obecnoscig
flawonoidéw, kumaryn oraz kwaséw fenolowych. Natomiast fitoestrogeny
zawarte w koniczynie takowej hamuja rozwdj choréb uktadu krazenia, no-
wotwordw oraz zapobiegaja postepujacej osteoporozie. Zwigzki te wplywaja
takze korzystnie na fagodzenie objawéw przekwitania u kobiet [2, 3].

Koniczyna inkarnatka (Trifolium incarnatum L.) jest nazywana inaczej
koniczyng szkarlatng lub krwistoczerwong. Koniczyna inkarnatka poczat-
kowo byta uprawiana w XVIII wieku we Wtoszech, Szwajcarii oraz potu-
dniowej Francji. W Stanach Zjednoczonych zostala wprowadzona jako
rodlina paszowa pod koniec XIX wieku. Naturalne siedliska koniczyny
inkarnatki to cieplejsze rejony basenu Morza Sroédziemnego [4]. W Kali-
fornii koniczyna inkarnatka jest najczesciej wysiewana wraz z koniczyng
takowa w sadach oraz gajach orzechowych w celu zmniejszenia erozji gle-
by oraz dostarczania azotu do gleby [5]. Koniczyna inkarnatka wytwarza
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réwniez duze ilosci wonnego nektaru, ktéry wabi rézne gatunki owadéw,
m.in. pszczoly, pluskwiaki i chrzgszcze. Z tego powodu stosowana jest jako
wczesne zrodlo miodu [6].

Koniczyna inkarnatka to prosta, wzniesiona, jednoroczna lub dwuletnia
roélina (Rys. 1). Osigga od 20 cm do 40 cm wysokosci. W bardzo sprzy-
jajacych warunkach moze wzrosna¢ nawet do 60 cm. Roslina jest kosma-
to, miekko owlosiona. Ulistnienie jest jasnozielone, pokryte delikatnymi
wloskami. Liscie sg 3-listkowe, szerokie. Najszersze powyzej potowy, listki
odwrotnie jajowate, moga osigga¢ od 5-30 mm diugosci. Koniczyna inkar-
natka ma najdluzsze liScie ze wszystkich gatunkéw koniczyny [7]. Przylistki
s3 jajowate, niewyraznie zagbkowate. Lodyga tej koniczyny jest pojedyncza,
gruba, zazwyczaj nierozgaleziona. Podobnie jak liscie jest owlosiona. T. in-
carnatum, wérdd innych gatunkéw koniczyny, wyrdznia sie¢ wydtuzonym,
bordowym lub jasnokarmazynowym kwiatem. Kwiatostan jest szczytowy,
dlugoszyputkowy, gesty, zebrany w cylindryczne gltéwki osiggajace nawet
do 6 cm dlugosci. Gtéwki pojedyncze, jajowate potem podlugowato-walco-
wate. Koniczyna inkarnatka kwitnie od maja do sierpnia. Kielich jest owlo-
siony, nieznacznie krétszy od korony, 7-10 mm dlugosci. Dzialki kielicha sa
cylindryczne, prazkowane a zabki kielicha gwiazdkowato odgiete. Korona
ma 10-12 mm dlugosci i najczesciej nie przekracza kielicha. Nasiona u tego
gatunku koniczyny sg male, wielkosci okolo 3 mm, koloru od kremowego
do jasnobrazowego, ksztaltu owalnego lub okraglego [7, 8].

Koniczyna inkarnatka posiada korzen palowy z wieloma drobnymi, roz-
galezionymi korzeniami bocznymi. Taki uklad korzeni pozwala czerpaé
wode z glebokich warstw gleby, dzigki czemu roslina moze przetrwa¢ dtu-
gotrwale okresy suszy [9].

Rodliny nalezace do rodziny bobowatych, w tym koniczyna fagkowa (Tri-
folium pratense) i soja (Glycine max) s bogate w zwiazki flawonoidowe sze-
roko wykorzystywane w lecznictwie. Koniczyna inkarnatka, réwniez nale-
z3ca do rodziny bobowatych, bedaca zrédlem zwiazkow flawonoidowych,
w przyszlosci moze mie¢ zastosowanie w terapii réznych schorzen.

Celem niniejszej pracy byla optymalizacja metod izolacji, analizy chro-
matograficznej oraz wstepna identyfikacja flawonoidéw i kwaséw fenolo-
wych obecnych w zielu i nasionach koniczyny inkarnatki.
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Rysunek 1. Koniczyna inkarnatka (Trifolium incarnatum L.)
Zrédlo: Wikipedia

Materiat i metody

Materiat roslinny

Surowcem roslinnym wykorzystanym do badan byto ziele oraz nasiona ko-
niczyny inkarnatki (Trifolium incarnatum L.) produkcji firmy Malopolska
Hodowla Roélin - HBP sp. z 0.0. Nasiona wysiano w Ogrodzie Botanicznym
w Mikotowie koricem kwietnia 2012 r. W sierpniu 2012 r. zebrano kwitnace
ziele, ktore wysuszono w temperaturze pokojowej, w cieniu, w przewiewie.
Przed wykonywaniem badan wysuszone ziele fragmentowano, a nastepnie,
podobnie jak nasiona, mielono.

llosciowe oznaczanie zawartosci flawonoidow w zielu i nasionach
koniczyny inkarnatki
Procentowg zawarto$¢ flawonoidéw w koniczynie w przeliczeniu na kwer-
cetyne przeprowadzono metoda spektrofotometryczng opisang w Farma-
copea Polska VI [10].

Optymalizacja metod ekstrakcji flawonoidéw i kwasow fenolowych
z ziela i nasion koniczyny inkarnatki

W celu opracowania najlepszej metody izolacji flawonoidow i kwasow fe-
nolowych z koniczyny inkarnatki wykonano ekstrakcje réznymi metodami,
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otrzymujac cztery rézne wyciagi — wyciag A, B, C i D. Nastepnie otrzymane
wyciagi poddano analizie metoda chromatografii cienkowarstwowej jedno-
kierunkowej i dwukierunkowej z zastosowaniem roznych uktadéw rozwi-
jajacych. Do analizy chromatograficznej wykorzystano plytki TLC silica gel
60 F254. Kazda analize fitochemiczng wykonano trzy razy.

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

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

Ekstrakcja metanolowa (wyciag A)
Badany surowiec roslinny: ziele
Odwazono 3 g surowca, dodano 20 cm’ metanolu o odpowiednim stezeniu
(50%, 70% lub 99,9%) i ogrzewano na tazni wodnej pod chtodnicg zwrotna
przez 10 minut. Otrzymane wyciagi wirowano przez 15 minut [11].

Ekstrakcja z odseparowaniem frakeji lipidowej za pomoca
eteru naftowego (wyciag B)

Badany surowiec roslinny: ziele, nasiona

Roztarty surowiec zalano 20 cm® 80% etanolu i pozostawiono w lodéwce na
72 godziny. Po zwirowaniu suchg pozostalo$¢ zawieszono w 10 cm® wody
destylowanej. Nastepnie dodano 10 cm® eteru naftowego w celu wyekstra-
howania i usunigcia frakcji lipidowej. Po 10 minutach ekstrakcji wodna
warstwe wyciggu odparowano na tazni wodnej do suchej masy. Pozostatos§¢
po odparowaniu rozpuszczono w 2,5 cm® 80% etanolu [12].

Ekstrakcja z hydroliza glikozydéw flawonoidowych (wyciag C)
Badany surowiec roslinny: ziele, nasiona
Do 2 g zmielonego materiatu roslinnego dodano 2 cm? 2M kwasu chloro-
wodorowego oraz 10 cm’ acetonitrylu. Kolbe wytrzasano przez 2 godziny
w temperaturze pokojowej. Otrzymany wycigg odparowano na tazni wodnej
do suchej masy, ktérg rozpuszczono w 10 cm’ 80% metanolu i zageszczono
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do objetosci okoto 2 cm® [13; zmodyfikowany]. W ten sposéb otrzymano
wyciag C. Do analizy chromatograficznej zwigzkéw flawonoidowych ziela
zastosowano zarowno $wiezy wyciag C, jak i wyciag C mrozony. W przy-
padku nasion zastosowano tylko $wiezy wyciag C.

Dokonano réwniez modyfikacji podanej powyzej metody hydrolizy gliko-

zydow flawonoidowych.

« Modyfikacja 1 - zmniejszenie ilosci acetonitrylu do 5 cm? i ilosci 80%
metanolu do 5cm’.

« Modyfikacja 2 - zmniejszenie ilosci 80% metanolu do 5 cm® i za-
geszczeniu wyciagu do objetosci 1 cm’.

» Modyfikacja 3 - zwigkszenie ilo$ci surowca roslinnego do 4 g oraz
objetosci odczynnikéw - acetonitrylu do 20 cm?® i 2 M kwasu chloro-
wodorowego do 4 cm’. Dodatkowo zmniejszono ilo$¢ 80% metanolu
do 5 cm’.

Ekstrakcja metoda opisang w Farmakopei Polskiej VI (wyciag D)
Badany surowiec roslinny: ziele
Do 0,25 g sproszkowanego ziela dodano 25 cm® metanolu i ogrzewano
przez 30 minut [10].

Wykaz uktadow rozwijajacych zastosowanych w metodzie
chromatografii cienkowarstwowej jednokierunkowej

1. Dichlorometan: izopropanol
28,75 : 1,25 v/v [12]

2. Toluen: chloroform : aceton
40:25:35v/v [14]

3. Octan etylu: kwas octowy : kwas mréwkowy : woda
100:11:11:27 v/v [15]

4. Chloroform: aceton : kwas mréwkowy
75:16,5: 8,5 v/v[16]

5. Benzen: kwas octowy : woda
125:72:3v/v [17]

6. Chloroform: aceton : 25% amoniak
50:50: 1v/v [17]
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7. Metanol: dichlorometan : woda : kwas mréwkowy
70,5:25:4,5:1v/v[18]

8. Chloroform: metanol : octan etylu : woda
16,2:18,8:52:3 v/v [18]

9. Toluen: octan etylu : kwas mréwkowy : woda
1:9:2,5:2v/v[19]

10. Toluen: octan etylu : kwas octowy
14:6:1v/v[20]

11. Octan etylu: metyloetyloketon : kwas mréwkowy : woda
50:30:10:10v/v [21]

12. N - propanol: metanol : woda
4:1:4v/v[22]

13. Octan etylu: metanol : woda
100:17:13 v/v [11]

Wykaz uktadow rozwijajacych zastosowanych w metodzie
chromatografii cienkowarstwowej dwukierunkowej
W celu doktadniejszego rozdziatu zwigzkéw zawartych w wyciagach w ko-
niczynie inkarnatce zastosowano dwukierunkowg chromatografie cienko-

warstwowa. Zestawienie ukladow rozwijajacych zastosowanych w tej meto-
dzie przedstawia Tabela 1.

Tabela 1. Uklady rozwijajace uzyte w metodzie TLC dwukierunkowej

Lp. Kierunek 1 Kierunek 2

1. Dichlorometan : izopropanol Toluen : chloroform : aceton
28,75: 1,25 v/v 40:25:35v/v

2. Toluen : chloroform : aceton Dichlorometan : izopropanol
40:25:35v/v 28,75:1,25v/v

3. Dichlorometan : izopropanol Toluen : chloroform : aceton
28,5:1,5v/v 40:25:35v/v

4. Dichlorometan : izopropanol Toluen : chloroform : aceton
25:5v/v 40:25:35v/v

5. Dichlorometan : izopropanol Octan etylu : kwas octowy : kwas mréwkowy : woda
28,65:1,25v/v 100:11:11:27 v/v

6. Dichlorometan : izopropanol Chloroform : aceton : kwas mréwkowy
28,75:1,25v/v 75:16,5:8,5v/v
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Lp. Kierunek 1 Kierunek 2

7. Dichlorometan Toluen : chloroform : aceton
30v/v 40:25:35v/v

8. Toluen : chloroform : aceton Octan etylu : kwas octowy : kwas mréwkowy : woda
40:25:35v/v 100:11:11:27v/v

9. Toluen : chloroform : aceton Chloroform : aceton : kwas mréwkowy
40:25:35v/v 75:16,5:8,5v/v

Wyniki

Wyniki iloSciowego oznaczania zawartosci flawonoidow w zielu i na-
sionach koniczyny inkarnatki

Procentowa zawartos$¢ zwigzkow flawonoidowych w przeliczeniu na kwerce-
tyne wynosila dla ziela i nasion odpowiednio 0,332 % i 0,033 % flawonoidéw.

Wyniki oznaczen fitochemicznych ekstraktow koniczyny inkarnatki
metoda chromatografii cienkowarstwowej jednokierunkowej

Na podstawie przeprowadzonych analiz metoda chromatografii cienko-
warstwowej jednokierunkowej stwierdzono, ze w wyciagu A, otrzymanym
z zastosowaniem metanolu o stezeniu 70%, wystepuja flawonoidy, jednak
nie bylo mozliwosci zidentyfikowania konkretnych zwigzkéw. Ekstrakty
wykonane przy zyciu metanolu o stezeniach 50% i 99,9% nie pozwalaly na
analize zawartosci flawonoidow i kwaséw fenolowych w badanym materia-
le rodlinnym.

Ekstrakcja z usunieciem frakcji lipidowej przy uzyciu eteru naftowego
(wyciag B) nie byla odpowiednia do analizy skladu fitochemicznego bada-
nego surowca.

Najlepsza metodg ekstrakeji byta hydroliza kwasowa (wyciag C). Modyfi-
kacje, polegajace na zmianach ilo$ci dodawanego kwasu chlorowodorowe-
go lub acetonitrylu, nie poprawialy jakosci uzyskanego ekstraktu. Mrozenie
uzyskanego ekstraktu rowniez nie wptynelo na zawarto$¢ zwigzkow aktyw-
nych w wyciagu. Najlepszymi uktadami do rozdzialu flawonoidéw i zwigz-
kow fenolowych w wyciagu C byly:

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

74



Analiza zawartosci flawonoidéw i kwaséw fenolowych...

o Toluen: chloroform : aceton 40:25:35v/v
o Chloroform: aceton : kwas mréowkowy 75 :16,5: 8,5 v/v

W wyciaggu D réwniez stwierdzono flawonoidy i niektére kwasy fenolo-
we, a najlepszym ukladem rozwijajacym umozliwiajacym ich rozdziat byt
uklad:

o Octan etylu : kwas octowy : kwas mréwkowy : woda 100: 11: 11 :27 v/v

Pozostate uklady uzyte do analizy chromatograficznej nie pozwolily na
odpowiedng analiz¢ fitochemiczng ekstraktow otrzymanych z ziela i nasion
koniczyny inkarnatki.

W Tabeli 2 przedstawiono zwigzki chemiczne zidentyfikowane w wycia-

gu CiD za pomocg chromatografii jednokierunkowe;j.

Tabela 2. Wyniki oznaczen fitochemicznych ekstraktéw otrzymanych z ziela i nasion koniczyny
inkarnatki wykonanych metoda chromatografii cienkowarstwowej jednokierunkowej

Wyciagg | Surowiec Uklad rozwijajacy Zidentyfikowane flawonoidy
roslinny i kwasy fenolowe
ziele dichlorometan : izopropanol daidzeina, formononetyna, genisteina,
28,75: 1,25 v/v hesperydyna, kemferol, kwas ferulowy,
kwercetyna
toluen : chloroform : aceton daidzeina, formononetyna, genisteina,
40:25:35v/v kemferol, kwas ferulowy
Wyciag C chloroform : aceton : kwas mréwkowy | apigenina, daidzeina, formononetyna,
75:16,5:8,5v/v kwercetyna
nasiona | dichlorometan : izopropanol daidzeina, formononetyna
28,75:1,25
toluen : chloroform : aceton daidzeina, formononetyna
40:25:35v/v
ziele octan etylu : kwas octowy : kwas apigenina, kwercetyna
Wyciag D mréwkowy: woda
100:11:11:27 v/v

Wyciag C - wyciag otrzymany metoda ekstrakgji z hydrolizg glikozydéw flawonoidowych [13]
Wyciag D - wyciag otrzymany metoda opisang w Farmakopei Polskiej VI [10]

Zastosowanie odczynnika wywolujacego (Natural product reagent)
znacznie utatwilo identyfikacje wyizolowanych flawonidow i kwasow feno-

lowych w materiale rodlinnym.
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Wyniki oznaczen fitochemicznych ekstraktow koniczyny inkarnatki
metoda chromatografii cienkowarstwowej dwukierunkowej

Analize chromatograficzng dwukierunkowg przeprowadzono z wykorzy-
staniem wyciagu C otrzymanym z ziela, a zidentyfikowane zwiazki przed-
stawiono w Tabeli 3.

Tabela 3. Wyniki oznaczen fitochemicznych ekstraktéw otrzymanych z ziela koniczyny inkarnatki
wykonanych metoda chromatografii cienkowarstwowej dwukierunkowej

28,75: 1,25 v/v,

Wyciag Surowiec Uklad rozwijajacy Zidentyfikowane flawonoidy
roslinny i kwasy fenolowe
Wyciag C | Ziele 1 kierunek - dichlorometan : izopropanol | apigenina, daidzeina, formononetyna,

genisteina, glabridina, hesperydyna,

2 kierunek - toluen : chloroform : aceton
40:25:35v/v

kemferol, kwas ferulowy

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

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

1 kierunek - toluen : chloroform : aceton
40:25:35v/v,

2 kierunek - chloroform : aceton : kwas
mréwkowy

75:16,5:8,5Vv/v

apigenina, formononetyna, kwas feru-
lowy, luteolina

Wyciagg C — wyciag otrzymany metoda ekstrakeji z hydrolizg glikozydéw flawonoidowych [13]

Dyskusja
Materialem badawczym w niniejszej pracy bylo ziele i nasiona koniczyny
inkarnatki (Trifolium incarnatum L.). Wigksza zawartoscig flawonoidéw
charakteryzowalo si¢ ziele koniczyny inkarnatki (0,332%). Nasiona zawie-
raly 10 razy mniej flawonoidéw (0,033%), dlatego wiekszo$¢ badan zostata
przeprowadzona na zielu badanej rosliny.

Przeprowadzona analiza fitochemiczna opierala si¢ na badaniach z wy-
korzystaniem chromatografii cienkowarstwowej jednokierunkowej i chro-
matografii cienkowarstwowej dwukierunkowej. W chromatografii cien-
kowarstwowej jednokierunkowej najlepszym uktadem rozwijajacym do
rozdzialu flawonoidéw i kwaséw fenolowych zawartych w koniczynie in-
karnatce byt uktad dichlorometan : izopropanol 28,75 : 1,25 v/v [12]. Uklad
ten pozwolil na zidentyfikowanie w zielu koniczyny inkarnatki 7 zwigzkow
czynnych: daidzeiny, formononetyny, genisteiny, hesperydyny, kemferolu,
kwasu ferulowego, kwercetyny. Kolejny uklad to: toluen : chloroform : ace-
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ton 40 : 25 : 35 v/v [14]. Pozwolil wykry¢ w badanym materiale roslinnym
5 zwigzkéw czynnych: daidzeing, formononetyne, genisteing, kemferol,
kwas ferulowy. Innym ukladem o réwnie dobrej rozdzielczosci okazal sie
uklad chloroform : aceton : kwas mréwkowy 75 : 16,5 : 8,5 v/v [16]. Umoz-
liwil on identyfikacje 4 zwigzkdéw czynnych: apigening, daidzeing, formono-
netyne, kwercetyne. Kolejnym uktadem, ktéry pozwolil na wyodrebnienie
zwiazkéw czynnych z ziela koniczyny inkarnatki w metodzie chromatogra-
fii cienkowarstwowej jednokierunkowej byt uklad: octan etylu : kwas octo-
wy : kwas mrowkowy : woda 100 : 11 : 11 : 27 v/v [15]. Przy zastosowaniu
tego ukladu wykryto w badanym zielu jedynie 2 zwigzki aktywne — apigeni-
ne i kwercetyne. Jednak na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzo-
no, ze uklad ten jest nieodpowiedni do rozdziatu flawonoidéw, poniewaz
wigkszo$¢ z nich migrowata razem z czolem rozpuszczalnika.

Metoda znacznie lepsza do rozdziatu zwigzkéw czynnych zawartych w zie-
lu koniczyny inkarnatki okazata si¢ metoda chromatografii cienkowarstwowej
dwukierunkowej. Metoda ta pozwolita na zidentyfikowanie wiekszej ilosci
zwigzkéw aktywnych. Najlepszymi ukladami rozwijajacymi w metodzie dwukie-
runkowej byly: 1 kierunek — dichlorometan : izopropanol 28,75 : 1,25 v/v [12],
2 kierunek - toluen : chloroform : aceton 40 : 25 : 35 v/v [14]. Rozpoznano az
8 zwigzkow czynnych zawartych w zielu koniczyny inkarnatki (formononety-
ne, genisteing, daidzeina, kemferol, apigening, glabridin, hesperydyne i kwas
ferulowy). W przeprowadzonych badaniach zastosowano réwniez metode
odwrotng do wczesniej opisanej. Ukladami rozwijajacymi byty: 1 kierunek -
toluen : chloroform : aceton 40 : 25 : 35 v/v [14], 2 kierunek - dichlorometan :
izopropanol 28,75 : 1,25 v/v [12]. Metoda ta byta nieco gorsza od poprzedniej,
poniewaz pozwolila zidentyfikowac¢ tylko 6 zwigzkéw czynnych: biochanine
A, formononetyne, daidzeing, genisteing, glabridin i kwas ferulowy. W meto-
dzie chromatografii cienkowarstwowej dwukierunkowej zastosowano takze
inng kombinacje¢ ukladéw rozwijajacych: 1 kierunek - toluen : chloroform :
aceton 40 : 25 : 35 v/v [14], 2 kierunek - chloroform : aceton : kwas mrow-
kowy 75 : 16,5 : 8,5 v/v [16]. Dzieki tej metodzie zidentyfikowano 4 zwigzki
czynne takie jak: formononetyna, apigenina, luteolina i kwas ferulowy.

Pozostate uklady rozwijajace uzyte w celu identyfikacji flawonoidow
i kwasow fenolowych, pomimo Ze byly proponowane w artykutach i ksigz-
kach naukowych nie byly odpowiednie do rozdzialu zwigzkéw czynnych
obecnych w zielu i nasionach koniczyny inkarnatki [12, 14, 15, 16].

Jednym ze zwigzkéw farmakologicznie czynnych, ktéry wykryto przy
pomocy wszystkich wykorzystanych w pracy ukladéw rozwijajacych byta
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formononetyna. Formononetyna nalezy do izoflawonéw (podgrupa flawo-
noidéw) i wystepuje rowniez w koniczynie takowej. Podobnie jak inne izo-
flawony, wykazuje zdolnos$¢ do wigzania z receptorami estrogenowymi. Po-
winowactwo do receptorow estrogenowych jest jednak znacznie mniejsze
niz w przypadku daidzeiny. Formononetyna charakteryzuje si¢ dzialaniem
ochronnym na uklad sercowo-naczyniowy, obniza ryzyko raka piersi i pro-
staty oraz dziala korzystnie na uklad kostny [23, 24]. Obecnos¢ tego flawo-
noidu w zielu koniczyny inkarnatki potwierdzity réwniez inne badania [25].

Przeprowadzone badania pozwolily takze na wykrycie w zielu koniczyny
inkarnatki genisteiny. Obecnos¢ tego zwigzku zostala potwierdzona przez
wiekszos¢ zastosowanych ukladéw rozwijajacych. Genisteina, podobnie jak
formononetyna, wystepuje powszechnie w koniczynie Igkowej i koniczynie
bialej [26]. Wlasciwosci estrogenowe genisteiny wykorzystywane sg gléwnie
w zapobieganiu i fagodzeniu objawéw menopauzy u kobiet [23, 26, 27, 28].
Badania kliniczne potwierdzily dziatanie przeciwnowotworowe genisteiny.
Dodatkowo substancja ta wykazuje silne wlasciwosci przeciwutleniajace,
znacznie silniejsze niz inne izoflawony np. daidzeina [23, 27].

Kolejnym flawonoidem, ktérego obecnos¢ w koniczynie inkarnatce po-
twierdzity przeprowadzone badania jest daidzeina. Podobnie jak wcze-
$niejsze zwigzki wystepuje ona réwniez w koniczynie takowej [26]. Posiada
wlasciwosci estrogenopodobne, dziala silnie antyoksydacyjnie i antyagre-
gacyjnie [23].

Innymi flawonoidami, ktére wykryto w przeprowadzonych badaniach sa
kwercetyna i kemferol. Kwercetyna to flawonoid, ktéry wystepuje powszech-
nie w koniczynie tagkowej i koniczynie bialej, natomiast kemferol obecny jest
gléwnie w koniczynie takowej [23, 29]. Sg to zwiazki flawonoidowe wykazu-
jace silne dzialanie diuretyczne, antyoksydacyjne, przeciwalergiczne i prze-
ciwzapalne. Dodatkowo kwercetyna posiada wlasciwosci przeciwcukrzycowe.
Badania kliniczne potwierdzily takze skutecznos¢ kwercetyny w hamowaniu
wzrostu gronkowca ztocistego (Staphylococcus aureus) [27, 30].

Ponadto przeprowadzone badania pozwolily na wykrycie takze flawono-
idu hesperydyny. Hesperydyna, podobnie jak inne flawonoidy, wykazuje
silne dzialanie antyoksydacyjne. Badania kliniczne potwierdzily dzialanie
przeciwzapalne tego zwiazku [28]. W publikacjach naukowych brak jest in-
formacji na temat obecnosci hesperydyny w koniczynie tagkowej lub biatej.

W badanym zielu koniczyny inkarnatki stwierdzono obecnos¢ apigeniny
i luteoliny. Sa to zwiazki dzialajace diuretycznie, przeciwzapalnie i rozkur-
czajaco na miesnie drég moczowych. Flawonoidy te wystepuja w koniczy-
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nie fakowej [3, 23, 27]. Wczesniejsze badania prowadzone metodg HPLC
potwierdzity obecno$¢ tych zwigzkéw w koniczynie inkarnatce [25].

Zwigzkiem, ktory wystepuje w zielu koniczyny inkarnatki jest glabridina.
Substancja ta zostala zidentyfikowana za pomocag dwoch uktadow rozwi-
jajacych w chromatografii dwukierunkowej. Podobnie jak inne izoflawony
charakteryzuje si¢ aktywnoscia estrogenowsa, poprzez redukcje masy ciata
oraz zmniejszanie stezenia glukozy we krwi moze korzystnie wpltywac na
pacjentéw z otyloscig [31, 32].

Podsumowanie

Przeprowadzone badania udowodnily takze obecno$¢ biochaniny A - flawo-
noidu powszechnie wystepujacego w koniczynie lakowej oraz wykrytego me-
todg HPLC w koniczynie inkarnatce. Zwigzek ten, podobnie jak genisteina,
moze wykazywa¢ dziatanie profilaktyczne w terapii nowotwordw [2, 23, 25].

Wykonane w niniejszej pracy analizy chromatograficzne umozliwity réw-
niez identyfikacje kwasu ferulowego - zwigzku nalezacego do kwasow fe-
nolowych wystepujacego takze w koniczynie takowej [33]. Obecno$¢ tego
zwigzku potwierdzilo wigkszos¢ zastosowanych ukladéw rozwijajacych.
Kwas ferulowy wykazuje hipotensyjne i antyoksydacyjne dziatanie [34].

Ziele i nasiona koniczyny inkarnatki, dzigki obecnosci flawonoidéow
i kwaséw fenolowych, moga okaza¢ si¢ Zrédtem cennego surowca leczni-
czego. Nalezy jednak wykona¢ badania fitochemiczne, ktére umozliwig ob-
liczenie procentowe udziatu tych zwiazkéw w Trifolium incarnatum.
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