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Principe E'PIERRON

La melanine est un pigment responsable de la coloration de la peau, produite a partir de la
tyrosine. Elle permet de protéger la peau des effets du Soleil et des UV.

On cherche a montrer que la synthese de melanines ne peut se faire qu'en présence de
tyrosinase, une enzyme présente naturellement dans le champignon. D'autre part, on met en
gvidence le role des UV sur la synthese.

Il est possible de suivre la synthese de meélanine par colorimeétrie,

. 0, Dopaquinone Leucodopachrome 0, Dopachrome
Tyrosing ————»| > >

Tyrosinase (trés réactif) ™| (incolore) ™| (rouge/orangé)

» Eumélanines
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Composition E'PIERRON

= 50 g de tyrosine

Matériel nécessaire :
= Champignon de Paris frais ;
= Fau distilée ;

» TUbes a essai 10 ml;
= Portoirs pour tubes ;
= Mortier ;

= Pipettes ;

= Entonnoir ;

» Papier filtre ;

= Bécher ;

= Papier aluminium.

Manipulations E'PIERRON

1) Synthése de mélanines a partir du champignon :

» Préparation de I'extrait de champignon : Broyer 100g de chapeau de champignon de
Paris avec 100 ml d'eau distillée. Filtrer le tout. Le filtrat ainsi récupéré contient 'enzyme
tyrosinase. Vous pouvez le conserver 48h au réfrigérateur.

= Préparation de la solution de tyrosine : Chauffer Iégerement 100 ml d'eau contenant de la
tyrosine, en remuant, et laisser refroidir.

= Dans 3 tubes a essai :

- Tube 1 : 3 ml de tyrosine
- Tube 2 : 3 ml d’extrait de champignon
- Tube 3 : 1 ml de tyrosine + 2 ml d’extrait de champignon

2 01900070 |




(Manipulations) E'PIERRON

Les tubes 1 et 2 font office de ttmoins, pour montrer que la synthese de melanines necessite
la présence de tyrosine et d'au moins un autre composant.

Résultats :

Dans les tubes 1 et 2, pas de mélanines. S'll y a malgré tout une légere coloration dans le
tube, cela signifie que les champignons sont « vieux ».

Dans le tube 3, présence de mélanines, avec une densité plus importante a la surface car
leur synthese nécessite de I'oxygene.

Il est possible de completer I'expérimentation en mettant en présence 1 ml d'extrait de
champignon chauffé, auquel on ajoute 1 ml de tyrosine apres I'avoir laisser refroidir. Dans ce
cas, on ne détecte pas la présence de mélanines.

Il semble donc que la synthese de mélanines a partir de tyrosine nécessite un composé qui
est détruit par la chaleur. Il semble qu'il s'agit d’'une protéine presente dans le champignon
telle que la tyrosinase. Cette enzyme, sous I'action de la chaleur, ne peut donc plus remplir
son role de catalyseur.

2) Suivi de la synthése de mélanines par colorimétrie :
I s'agit d'étudier le début de la réaction qui conduit a la synthese de dopachrome, car il est
facile a caractériser (absorption a 475 nm),
Par colorimétrie, on etudie la vitesse de la réaction enzymatique en fonction de la concentration
en substrat (tyrosine).
= Préparer un extrait de chapeaux de jeunes champignons de Paris broyés dans I'eau
n Realiser différentes dilutions du substrat dans I'eau
Le tmoin contient 2 ml d’extrait + 1 ml d'eau.
Les autres cuves contiennent 2 ml d’extrait + 1 ml de substrat a différentes concentrations.
Le colorimetre est régle sur 475 nm.
On procede a des mesures d'absorbance a intervalles de temps reguliers, et ce, pour
chaque concentration en substrat.

Les courbes montrant I'évolution de I'absorbance en fonction du temps, pour chaque
concentration en tyrosing, permettent de mesurer la vitesse initiale et ainsi construire la
courbe vitesse initiale = f (concentration en substrat).

L'ensemble des résultats obtenus montrent que la synthése de mélanines n'est possible
qu'en présence d'une enzyme, la tyrosinase, ayant comme substrat la tyrosine.
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Manipulations E'PIERRON

3) Effets des UV sur la synthése de mélanines :

Dans 4 tubes a essai

» [Ube 1: 3 mlde tyrosine

= [Ube 2 : 3 ml d'extrait de champignon

w Tube 3 : 1 mlde tyrosine + 2 ml d’extrait de champignon. Placer le tube sous lampe UV
durant 2 heures

w Tube 4 : 1 ml de tyrosine + 2 ml d’extrait de champignon. Mettre du papier aluminium
autour du tube afin de l'isoler de la lumiere,

Les tubes 1 et 2 font office de ttmoins, pour montrer que la synthese de mélanines necessite

la présence de tyrosine et d'au moins un autre composant.

Résultats :

Dans les tubes 1 et 2, pas de mélanines. S'll y a malgré tout une légere coloration dans le
tube, cela signifie que les champignons sont « vieux ».

Dans le tube 3, une coloration brun-noir apparait car il y a beaucoup de mélanines.

Dans le tube 4, une coloration tres légere apparalt due a une trés faible quantité de mélanines.
Ces resultats montrent que les rayons UV ne sont pas essentiels pour la synthese de
mélanines. En revanche, ils ont un role catalyseur et ils augmentent la vitesse de synthese.

Précoautions de manipulation EPIERRON

= Garder les flacons bien fermés ;
= Manipuler sous hotte aspirante ;
w Utlliser des gants, des lunettes et une blouse de protection.

Conservation E'PIERRON

= Tyrosine en poudre : A I'abri de la lumiére ;
= Solution de tyrosine : 24 h au réfrigérateur ;
w Extrait de champignon : 48 h au réfrigérateur.
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