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• Projets d’une centaine d’heures en 3ème année

• Problématiques industrielles variées
• Etude de profils phtyochimiques (nouvelles plantes, étude 

des milieux de culture, ….)

• Dosage et/ou détection de marqueurs spécifiques

• Bioautographie par HPTLC

• Optimisation de méthodes d’extraction

• Un exemple de 2023-2024 :

Hugo Brémond et Anthony Rigaut, projet proposé par PiLeJe

Identification de marqueurs à l’état de traces dans des matrices
complexes

Projets « Ingénieur »



Quels 
marqueurs?

Comment les 
extraire ?

Comment 
les 

analyser?

Problématique/méthodologie



Méthode développée par les élèves

• Marqueurs présents dans la plante

• Existe t-il une plante possédant ces marqueurs en plus 
grande concentration? (témoin)

Bibliographie

• Quelles méthodes utilisées sur la ou les plantes 
« témoin »?

• Mise au point de la méthode sut la plante « témoin »

• « Extrapolation » de la méthode à la plante étudiée

Méthodes 
d’extraction

• Quelles méthodes utilisées sur la plante « témoin »

• Mise au point de la méthode sut la plante « témoin »

• « extrapolation » de la méthode à la plante étudiée

Méthodes
d’analyse

• Optimisation des méthodes d’extraction et d’analyse

• Répétabilité, reproductibilité et robustesse
Validation des 
méthodes



Extraction des alcaloïdes sur la plante « témoin »

Plante »témoin» broyée (10 g), 
Décoction (4h, 20% m/v) 

H2O/AcOH (7:3)

Basification Na2CO3

pH 8

Réfrigération 
48h

Filtration sur 
Büchner

Solide F1Acidification/Ext
raction DCM

Aqueuse

Solide F2

Organique

Extraction au 
DCM

Évaporation

MeOH puis 
centrifugation 

Solide F3

StandardF3F2F1



• Tests de solubilité 

(Eau/méthanol)

• Mise au point de la 

méthode HPTLC

• Validation des structures des

deux alcaloïdes majoritaires

par RMN et LC/MS

Caractérisation des alcaloïdes sur la plante « témoin »
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f

Bilan : 
Alcaloïdes + solubles dans MEOH
Les méthodes 1 et 3 permettent d’extraire plus d’alcaloïdes d’intérêt 



Application à la plante étudiée 

• Marqueurs pas 
détectables en 
HPTLC

• Peu de 
métabolites

Méthode 
plante 

« témoin »

• Présence de 
chlorophylle

• Marqueurs pas 
détectables en 
HPTLC

Macération 
méthanol • Marqueurs pas 

détectables en 
HPTLC

Macération 
cyclohexane 

puis méthanol

Bilan : « meilleure » méthode, macération méthanol puis « enrichissement »



Application à la plante étudiée 

Plusieurs essais à partir du brut « méthanol »

Macération 
méthanolique

Extraction 
acido/basique

Purification 
Dowex

Purification
»SPE »

2 fractions
A1. MeOH

A2. ACN/MeOH



Analyses HPTLC
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Comparaison plaques



Conclusion

Analyser de la 
problématique

État de l’art

Définir la 
méthodologie

Mettre au point 
les conditions 

expérimentales 

Analyser les 
résultats



L’Auvergne !!!



Merci aux élèves et
pour votre attention


