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INTRODUCTION 

De tr&s nombreux travaux ant dt8 consacr& B la composition du rhizome de 
Pz@r metlzystz’czmz Forst, depuis plus d.‘un si6cle. Le travail fondamental est dQ 2t 
BORSXE et: ~011.1 qui, dans une sdrie de treize mdmoires, decrivent l’isolement, par 
distillation et cristallisation fractionnde, d’une serie de pyrones : la methysticine (I), 
la kawa’ine (II), la dihydromdthysticine (III), la dihydrokawalne (IV) et la yangonine 
(V) et proposent les formules suivantes : 
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Ces structures sent encore admises actuellement, exception faite pour la yan- 
gonine (V), en 1954, CWMIELEWSKA ET CIE~LAK 2 dhmontrent qu’il s’agit d’une a- 
pyrone (V’l . 

En 1959, KLOHS, KELLER, WILLIAMS, TOEKES ET CRONHEIM~ tentent d’utiliser 
la chromatographie sur colonne d’alumine pour l’isolement. des kawapyrones du 
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rhizome et parviennent & une separation qui doit Btre compldtee par cristcallisation 
fractionnee; au tours de ce travail ils isolent un compose nouveau, GOTTLIEB ET MoRs" 
montrent peu apres l’identitd de ce produit avec un Bchantillon de dehydrokawa’ine 
(VI), isolde d’une Laura&e, Aniba fiirnm,Za. 

En 1959 dgalement, SCHEUER ET NORIGAN~ isolent par distillation une huile 
jaune 2. caractere cdtonique et affirment la presence dans le rhizome d’un alcalo’ide. 

Par chromatographie sur colonne de silice, I-IXNSEL, BXHR ET ELICH~J isolent 
en IgGI deux pigments jaunes, les flavokawines (A) et (13) ; IIKNsEL, RANFT ET I3ih.1~~ 
determinent les structures de ces composes qui ne sont pas des pyrones, mais des 
o&o-hydroxychalcones mdthoxylees, les flavokawines (A) et (13) correspondent 
respectivement aux formules (VII) et VIII). 

OH 
(ml) 

Enfin de faibles quantites de mdthoxy-11 yangonine (IS)’ sont isoldes du 
rhizome en 1966 par HANSEL ET I~WROTI-18. 
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Lam$meannde YOUNG,I~YLIN;PLUCKNETT, KAWANO ET NRKAYAMA~ ddcrivent 
une technique- essentiellement analytique- de dosage des constituants du rhizome 
de Pi$~er metizysticzmz par chromatographie sur couches minces et dosage spectro- 
photometrique des Bluats, mais ils ne mettent en evidence que six des pyrones prdcd- 
demment signal&es sans noter la presence des flavokawines. 

PARTIE EXPI?RIMENTALE 

Les pyrones sont chromatographides sur Alumine G Merck activee a IIS O 

pendant 30 min. On ddveloppe deux fois avec du toluene-formiate d’dthyle (IOO : 6, 
vol.), puis deux fois avec hexane-&her dthylique-formiate d’ethyle (Go : 40: 20). La 
revelation se’fait h l’acide sulfurique concentrd .froid qui donne. des colorations carac- 
teristiques et sensibles, ou a la vapeur d’iode, reactif sensible mais non caractdristique. 
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Les RF clonn$s- h Litre indicatif-sont des Rp apparents apr&s quatre develop- 
pements (Tableau I). 

TABLEAU I 

CWROMATOGRAPNIE DES PYRONES 

Pyvones RF Coadeacr 3 I’acide 
sulfalrdgzce fvoid 

DehyclrokawaYne (VI) 
Dihyclrolcawdinc (IV) 
Uangoninc (V) 
Knwai’ne (II) 
Dihyclromdthysticine (III) 
Mdthysticine (I) 

0.7 
0.59 
0.56 
0.51 
0.44 
0.38 

jaunt gris 
I.0532 

jstunc citron 
orange 
bleu gris 
violet 

Les c&tones (Tableau II) sont chromatographides sur Alumine G activCe a 103’ 
pendant I 1-r. Solvant : toluene-formiate d’dthyle ( IOO : 6). 

TABLEAU II 

CHROMATOGRAPNIE D.ES CdTONES 

Celones RI7 Coachxtr ic l'acide 
satlfacviqate fvoid 

Cinnamalacdtonc (,X) 
MGthylt%wdiosy-3.4 

cinnamalncdtone (XI) 

0.53 

0.40 

orange 

rouge 

Les flavokawines sont chromatographiees sur Kieselgel G active 30 min a 103’. 
Solvant: tdtrachlorure de carbone -hexane-formiate d’ethyle (50: 50 : 20). 

Flnvol~awinc I3 (VIII) 0.47 
Flavolcawine A (VII) 0.33 . . L.. 

Les flavolcawines sont reperdes dans le visible (jaunes) ou 1’U.V. long (spots 
bleu foncds) . 

L’acide cinnamalacdtique est chromatographie sur Silice HF 254 366 Merck, 
p&par&e non pas avec de l’eau mais avec de l’acide sulfurique dilud ( ZLIZ I : 70) ; on laisse 
secher 6 h k l’air sans activer au four. Solvant : chloroform+ether ethylique (IOO : 7). 
Revelation: inhibition de fluorescence en U.V. court, puis autorevelation au four a 
I IO’ (l’acide incorpore suffit). 

. 

Nous avons utilisd la chromatographie prhparative ascendante sur couches non 
liees. 

L’alumine ou la silice-pour colonnes- est rdpartie a l’etat set, sur des plaques 
,,,,, rectangulaires de verre au moyen d’une baguette de verre portant h ses extremites 

deux fourreaux de caoutchouc dont l’epaisseur regle celle de la couche d’adsorbant. 
Les produits a chromatographier, en solution clans un solvant si possible volatil 

et relativement peu polaire (ether, benzene, chloroforme), sont deposes goutte & 
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goutte, au moyen d’une pipette, sans toucher l’adsorbant, en s’y reprenant plusieurs 
fois de facon a creer une zone initiale continue. Entre chaque dBp8t, on laisse &vaporer 
le solvant quelques minutes. L’analyse chromatographique s’effectue selon un mode 
ascendant, la plaque, inelinke d’environ So sur l’horizontale, etant placec dans une 
cuve rectangulaire type “Pyrex” 235 X, munie d’un couvercle, le solvant Btant 
depose dans le fond de la cuve juste avant l’expdrience (Fig. I). 
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I I' ,' o..- 2 
I 

I’ 
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Fig. I. Sch~nm de principc. S = solvant; I? = plaque; A - adsorbant; C = couvcrclc; % = zone 
initiale. 

On utilise gdneralement 36 g de silice ou 70 g cl’alumine par plaque de 23 x 12.2 

cm. La zone initiale est h 3 cm au dessus du bord inferieur de la plaque; on applique 
0.5 a I g de melange b analyser en solution dans 2-3 cm3 de solvant. 

On peut favoriser la penetration des produits dans la masse de l’adsorbant en 
tracant prealablement un sillon clans ce dernier avec une spatule. Le temps de ddve- 
loppement est de l’ordre de 20-30 min. La plaque, developpee jusqu’a son extremite 
superieure, est sdchee & l’air ou sur une plaque mdtallique ti&de (etuve, etc.). 

Les zones contenant les produits interessants sont enleves au moyen d’une 
spatule, les restes de solvant chassds sous vide, au bain marie. L’adsorbant est ensuite 
introduit dans une petite colonne a chromatographier d’environ I x 17 cm; on dlue 
avec 2-3 cm3 de methanol ou methanol-chloroforme, clans le cas des produits peu 
solubles. Les produits @lues sont concentres clans les premieres gouttes et cristallisent 
frequemment d&s la sortie du tube a elution. 

La detection de produits color&s ou fluorescents en lumiere U.V. ne pose evidem- 
ment aucun probleme. Une technique simple et gdndrale de r&elation consiste h 
appuyer la face collante d’un ruban adhesif (type “Scotch”) contre la plaque, aprBs 
sechage partiel. On enleve ainsi une mince couche superficielle d’adsorbant sur laquelle 
on pcut utiliser les revelateurs habituels (vapeur d’iode, acide sulfurique) . 

On peut Bgalement appuyer fortement contre la plaque encore humide un 
chromatostrip de Kieselgel I-IF 254 366 (active 30 min a 100~) : les produits a reveler 
passent superficiellement dans la couche mince et on revdle en U.V. court et long, par 
inhibition de fluorescence, ou par la vapeur d’iode, l’acide sulfurique, etc. On peut 
enfin, sans detkiorer la plaque, pulveriser d’une distance d’environ I m, une solution 

- alcoolique d’un indicateur fluorescent (Morin, par ex.), puis examiner en U.V. court 
et long. 

A$$&‘catiovz ati Kawa-Kawa 
Isolement des flavoicawimes. Pour concentrer ces composes, presents en faible 

quantite, on met a profit la proprietd que possedent ces produits de presenter de tres 
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faibles RF sur alumine et des Rp tres grands sur silice, clans des solvants moyennement 
polaires. 

30 g de rdsine de Kawa-Kawa, en solution clans du toluene, sont fixes sur LOO g 
cl’alumine Merck (“alumine standardisee”), puis on ddplace les chalcones (couleur 
jaune vif) par du toluhne a IO Y0 de_ formiatc d’dthyle. La solution elude est evaporde 
sous vide et chromatographiee sur deux plaques de silice Merck (0.05-0.2 mm) 
les plaques dtant prepardes comme ci-dessus. Solvant : toluene-formiatc d’ethyle 
(100: IO) ; triple developpement. Les zones jaune vif, facilement ddtectables B l’oeil nu, 
sont elu&es au methanol, la zone la plus rapide fournit 45 mg de flavolcawine B, I? = 
go”, la zone la plus lente 4g mg de flavokawine A, I? = 116’. 

~solement des c&ones &flzylB?aiqatas. L,I g de &sine de Kawa-Kawa en solution 
clans du benzene sont transfer& dans un appareil a distiller sous pression reduite, le 
benzene est chasse sous vide; on distille ensuite sous I mm de mercure; la fraction qui 
passe sous IIOO est recueillie et chromatographi$e sur une plaque de silice; on ddve- 
loppe deux fois avec du toluene-formiate d’ethyle (100: To), puis deux fois avec du 
toluene-formiate d’ethyle ( IOO : 20). 

La ligne de ddpart dtant prise pour origine, la fraction 8.5-10 cm (orange en U.V. 
long) fournit 28 mg de methylenedioxy-3,4 cinnamyliddne acetone, F = Sg”, la 
fraction 11-12.5 cm (bleu Ion& en U.V. long) fournit 71 mg de cinnamalacetone, 
F = 64”. 

Isolonzent de la dElzydrolzawaine, de la w&ltysticiuce et de la yangonigae. 450 mg de 
r&sine Kawa-Kawa, en solution dans du benzene, sont appliqudes a une plaque 
d’alumine Merck (Aktiv Sauer). On ddveloppe successivement deux fois avec du 
toluene-formiate d’ethyle (100: 6)) puis une fois avec du toluene-formiate d’dthyle 
(100: IO) et cinq fois avec de l’hexane-ether ethylique-formiate d’ethyle (60 : 40 : 20). 
La zone 7.7-9.2 cm fournit IO mg de methysticine, I; = 132~ (A, = 305)~ la zone 
11-12.5 cm donne 19.5 mg de yangonine; F h 152’ (Ailm = 357) et la zone 12.5-15 cm 
fournit 5 mg de dehydrokawa’ine, F = 136“ (Am = 343). 

Tous ces produits cristallisent spontandment, du methanol ayant servi a 
l’klution, au bout de quelques minutes. 

?soZement de la Kaoe&ute. 650 mg de r&sine en solution clans du benzene sont 
chromatographides sur une plaque d’alumine, on developpe successivement une fois 
avec du toluene-formiate d’dthyle (IOO : IO), puis trois fois avec de l’hexane-ether 
Bthylique-formiate d’dthyle (50 : 50 : 7) ; puis une fois avec du toluene-chloroforme 
(100:30). 

On dlue la bande 11.5-14.5 cm avec du methanol, on filtre de straces de yango- 
nine, on evapore a set, on reprend dans 2 cm3 d’ether Bthylique et on met la solution 
une nuit & -2oO. 

11 cristallise 22 mg de kawai’ne en aiguilles blanches, I? = 106’ (dm = 244). 

Rl%ULTATS 

Ayant mis au point une mdthode synthetique permettant d’acceder aux bc- 
pyrones du .groupe de la dehydrokawai’ne (qui fera l’objet d’une publication ulte- 

“.“’ rieure) nous avons et& amen&s a comparer les produits synthetisds a ceux presents dans 
le rhizome de P+!Nw nzetlzysticacnz. 

Par chromatographie analytique sur couches minces, on devait s’attendre a 
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trouter sept spots correspondant aux pyrones et deux spots correspondant aux 
flavokawines, soit neuf produits. Nous avons toutefois note la presence de dix spots 
revelables & l’acide sulfurique concentre froid. Pour savoir a quels produits corres- 
pondaient les differents spots, nous avons dte conduits & chercher une mdthode de 
chromatographie preparative rapide des constituants du Kawa-Kawa. La chromato- 
graphie preparative ascendante sur plaques Bpaisses non liees (granulometrie type 
colonnes) s’est r&&lee adaptee au but poursuivi. 

E. A. MLSTRYUICOV~~ avait utilise la chromatographie preparative sur couches 
non liees, selon un procede descendant. Par rapport a la chromatographie preparative 
sur plaques liees, telle qu’elle a BtC codifiee par HONEGGER~~ et plus recemment par 
HALPAAF la chromatographie preparative sur couches non lides prdsente de nom- 
breux avant ages : charge &levee (du m&me ordre de grandeur que sur colonnes) , 
simplicite extreme, bas prix et faible encombrement de l’appareillage; plaques tres 
rapides &. preparer (quelques minutes au lieu de plusieurs heures) ; facilite d’elution 
des produits &pares par suite de l’absence de liant et de la relative grosseur des grains ; 

notons enfin que l’on peut utiliser une vaste gamme d’absorbants (en principe tous 
ceux utilises en chromatographie sur colonne) y compris ceux qui ne se preteraient 
pas h la preparation de couches lides (notamment les adsorbants organiques, tels le 
saccharose) . 

Ajoutons que la fragilitd mecanique ne pose aucun probleme au tours de la 
manipulation, au point que l’on peut faire subir a une m&me plaque une dizaine de 
developpements successifs sans deterioration notable de la couche d’absorbant. 

Nous avons ainsi utilise cette technique sur couches d’alumine pour l’isolement 
pond&al rapide de la ddhydrokawalne, de la yangonine, de la methysticine et de la 
kawalne (par contrele pro&de s’est revdld peu adapti! a l’isolement de la dihydrokawa- 
Ine et de la dihydromethysticine, que nous avons isolees par le pro&de decrit par 
BCUWXE). Grace aux Bchantillons ainsi obtenus nous avons pu identifier sans ambi- 
gu’ite six spots sur les chromatogrammes analytiques. Par chromatographie prdpara- 
tive sur couches Bpaisses non liees de silice, nous avons pu isoler deux pigments jaunes 
PI et Pz, bien cristallises, fondant respectivement a 116~ et g2O. 

Le spectre R.M.N. de P2 prdsente deux m&hoxyles respectivement B 3.55 et 
3.95 p.p.m.; deux protons cent& sur 6.05 et (5.2 p.p.m. sous forme de deux doublets 
avec une constante de couplage de 2 c.p.s. (couplage m&a) ; cinq protons aromatiques 
donnent un ensemble complexe de pits centrd sur 7.5 p.p,m, et deux protons ethyl& 
niques donnent un singulet h 7,93 p.p,m, En outre, un hydroxyle chelatd est observe 
a 14.3 p.p.m. 

Le spectre R.M.N. de PI comporte deux methoxyles & 3.87 p.p,m. (singulet) 
et un mdthoxyle a 3.94 p.p.m. ; deux protons cent& a 6.03 et 6.17 p,p;m. sous for-me 
de deux doublets avec une constante de couplage de 2 c.p.s. (couplage m&a) ; quatre 
protons aromatiques apparaissent sous forme de deux doublets centres a 7 et 7.6 
p.p.m. avec une constante de couplage de g c.p.s. (couplage o&o), deux protons 
Bthyleniques donnent un singulet a 7.85 p.p.m,; un hydroxyle chelatd donne un pit 
a 14.4 p.p.m, 

Les spectres R.M.N. montrent ainsi que les pigments PI et P2 sont respec- 
tivement identiques aux Aavokawines (A) et (13) de HANSEL, RANFT ET BXI~R, dont 
YOUNG, HYLIN, PLUCKNETT, KAWANO ET NAICAYAMA ne mentionnentpas l’existence 
et dont les structures se trouvent ainsi confirm&es. 
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Nous avions ainsi identifid huit spots sur les dix mentionnes sur les chromato- 
plaques analytiques; en faisant migrer un echantillon synthetique de ‘inethsxy-1 I 
yangonine, cette derniere s’est rdvelee differente des deux spots restants qui correspon- 
dent par suite $1 deux constituants inconnus. Ces produits etant presents en faible 
quantite, pour les concentrer, puis les isoler, nous avons distill6 sous vide puis chro- 
matographid sur couches dpaisses non lides. Nous avons pu ainsi isoler ces produits: 
(A) correspondant h un Rp de 0.53 et I; = G4”, et (13) a un Rp de 0.40 et I; = 89”. 

Le spectre infrarouge de (A) fournit d ‘emblde quelques indications: une bande 
a 6.05 ,u suggere un carbonyle conjugud; en outre deux fortes bandes h 13.5 et 14.45 ,LJ 
semblent indiquer la presence d’un noyau benzenique monosubstitud. En outre, A 
donne une dinitro-2,4 phenylhydrazone, F = 218~. Nous nous trouvons done en 
presence d’une &one conjugee. 

Le spectre R.M.N. confirme ces clonndes. Un pit a. 2.3 p,p.m, peut Btre attribub a 
un groupement -CO-CH3 (trois pro’tons h l’intdgration), par ailleurs on observe un 
ensemble complexe de pits entre 6 et 7.5 p,p,m, correspondant a neuf protons, dont 
cinq doivent, d’apres ce qui precede,, &re attribues a un noyau benzenique; il r&e 
quatre protons; 1.e spectre U.V. indique une structure fortement conjuguee (&a,. = 
326 my, alors que la benzalacetone presente un ilmax. A 284 rnp par consequent les 
quatre protons sont probablement dthyleniques (et une des doubles liaisons de struc- 
ture tram, car on observe a 6.2 p,p.m, un doublet isold correspondant a un proton, 
avec une constante de couplage de 16 cps,). 

La prkence d’une methyl&one conjuguee nous a incith a tenter une oxydation 
de A h l’hypochlorite de sodium, qui conduit h un acide avec F = 165". Cet acide est 
plus conjugud que l’acide cinnamique (Amax. = 300 au lieu de 272 mp) c’est pourquoi 
nous l’avons compare, par chromatographie sur gel de silice imprdgnd d’acide sul- 
furique, a divers acides didniques dont nous possedions les dchantillons. L’acide 
inconnu se comporte comme l’acide cinnamalacetique Titans-tram ; une comparaison 
directe (spectres I.R., point de fusion mixte) permet de conclure a l’identite; par voie 
de consequence A doit Gtre identique h la cinnamalacdtone (X), ce qui est vdrifie par 
comparaison avec un Bchantillon de reference de. cinnamalacdtone (prepare en con- 
densant 1’aldChyde cinnamique sur l’acdtone en presence de soude diluee) . , 

0 ,:, CH~CW--CH=CW’-CO-cCW3 

(Xl txrJ 

Les proprietds spectrales de B suggerent une grande analogie avec A: Dans 
l’infrarouge une bande carbonyle h 605 ,u correspo,ndant comme precedemment h un 
carbonyle conjugue, toutefois trois fortes bandes h II.G, 12 et 12..5 ,u (au lieu de deux 
bandes a 13.5 et 14’45 ,x) indiquent .un noy,au benzenique prdsentant une substitution 
plus compliqude que clans le cas de A. Dans le’spectre R.M.N. on note un pit k 2.3 
p,p,m, correspondant h un groupemen.t+-CO-CL& et un ensemble complexe de pits 
entre G et 7.5 p.p.m. (neuf protons h l’integration). On constate alors que B presente 
une reaction positive du groupement mdthylenedioxy, selon L~s.4~13. On est ainsi 

r conduit, par analogie, h la formule (‘XI). 
J?ar. comparaison de, B avec un Bchantillon de reference de mdthylenedioxy-3’4 

cinnamnlac@tone-prepare en condensant l’alddhyde mdthyl&nedioxycinnamique sur ..’ 
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l’ac6tone en prksence de soucle diluee- on constate l’identite (spectres, point de fusion 
mixte, chromatoplaques) . 

C’est la premiere fois, i notre connaissance, que l’on rencontre a l’etat nature1 
des mQthylc&ones conjugudes par deux doubles liaisons avec un noyau aromatique. 
Comme corps apparent&, on peut signaler la zingerone (XII)14 et la curcumine 
(XIII)15 

cl430 

OCH3 

-a- 

l-lo 

\-, CH2-CH2-CO-cW3 

-?x- 

l-lo 

,-, ,,,=CH-;o, 

CH2 

HO ,-, 

-P- 

/ 
CW=CH-co 

IXU) a430 
txm 

On pouvait craindre que les c&tones (X) et (XI) ne fussent que des artefacts 
d’extraction. En effet la methysticine est susceptible de s’hydrolyser, mais seulement 
en milieu fortement acide en donnant la mkthylenedioxy-3,4 cinnamalacetone de la 
facon suivante : 

OCHj 

\ 

,o ,-, CW=CH 

-P- 

A o o 

f42C 

‘0 

0 

I-ICI 

* P 0 \-, Cu=CH 

u,c’ 
-cl o o 

'0 

Pour pallier a ces critiques, non seulement la r&sine de Kawa-Kawa mais 
Bgalement le rhizome, finement divisk, ont et8 extraits a froid par maceration dans 
l’ethanol ou le benzene, pendant 2 11; on constate alors sans difficult6 par chromato- 
graphie analytique sur couches minces que A et I3 sont bien presents dans la solution 
et ne sont done pas des artefacts d’extraction. 

RIbUMI? 

La chromatographie preparative sur couches Bpaisses non lides est utilisee pour 
l’isolement rapide des constituants du rhizome de P@er methystictim (Kawa-Kawa) . 

Les avantages de cette methode sont discutds. 
Deux c&ones inconnues sont isolees et identifiees respectivement a la cinna- 

malacetone et la mBthyl&nedioxy-3,4 cinnamalacetone. 

SUMMARY 

Preparative chromatography on non-bound thick layers has been used for the 
rapid isolation of constituents of the rhizome of PQer methysticzcm (Kawa-Kawa). 
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The advantages of the method are discussed. 
Two unknown ketones were isolated and identified as cinnamylideneacetone 

and 3,4-methylenedioxycinnamyIideneacetone, respectively. 
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