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KATA PENGANTAR

Syukur Alhamdulillah penulis panjatkan kehadirat Allah Yang Maha Kuasa,
karena berkat Ridho-Nya jualah penulis dapat merampungkan diktat ini yang diberi
nama “Struktur Elektronik Zat Padat ”. Diharapkan diktat ini dapat digunakan sebagai
buku penunjang dalam matakuliah “Struktur Elektronik Zat Padat” di Jurusan Fisika
Universitas Negeri Padang.

Struktur elektronik zat padat adalah ilmu yang mempelajari tentang kaitan
struktur internal bahan dengan energi elektronik bahan tersebut. Secara garis besar
diktat ini berisikan diagram energi molekul, cara mengetahui struktur internal molekul
dan cara menghitung energi elektronik molekul berdasarkan struktur internalnya.

Dalam penyusunan diktat ini, penulis telah banyak menerima bantuan dari
berbagai pihak. Untuk itu, penulis mengucapkan terimakasih banyak atas bantuan
yang telah diberikan. Penulis menyadari bahwa diktat ini masih terdapat kekurangan
di sana-sini. Kristik dan saran dari pembaca sekalian akan penulis terima dengan hati

terbuka demi kesempurnaan buku ini. Semoga buku ini ada manfaatnya.

Padang, Februari 2008
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BAB 1
TINJAUAN TEORI FISTKA LUCIFERASE

Sebuah molekul organik dapat divisualisasikan sebagai kumpulan dari inti yang
bergerak relatif lambat dan elektron yang menempati orbital spesifik mengelilingi inti.
Setiap orbital ini diisi oleh maksimum dua elektron. Keadaan elektronik dalam
molekul organik berhubungan dengan distribusi spasial tertentu dari elektron yang
menempati orbital dengan energi tertentu. Sesuai dengan kaidah mekanika kuantum,

energi keadaan elektronik yang stabil hanya dapat mempunyai nilai diskrit tertentu.

Molekul dalam keadaan dasar dapat menyerap energi sehingga berada dalam keadaan
tereksitasi. Eksitasi ini dapat ditimbulkan oleh absorbsi gelombang elektromagnetik,
absorbsi thermal atau reaksi kimia seperti reaksi bioluciferase. Proses absorbsi untuk
berbagai peristiwa terjadi dalam waktu sekitar 10'® detik atau kurang. Dalam selang
waktu tersebut, atom tidak mengalami gerakan. Kenyataan ini merupakan dasar
prinsip Frank-Condon yang menyatakan bahwa molekul-molekul umumnya

memasuki keadaan tereksitasi setelah adanya penyerapan elektronik.

Sebenamnya semua molekul organik mempunyai tingkat dasar tunggal (singlet),
kecuali radikal-radikal bebas yang dinyatakan dengan Sy, keadaan tunggal tereksitasi
yang dinyatakan sebagai S, S, dan seterusnya berdasarkan tingkat kenaikan energi
dan keadaan triganda (triplet) yang dinyatakan dengan T;, T, dan seterusnya.
Biasanya molekul organik yang telah menyerap energi cenderung menempati
keadaan tereksitasi singlet daripada keadaan triplet karena peralihan Sy - T;. Hal ini

menyangkut perubahan kelipatgandaan spin yang terlarang keras.

Adanya dua keadaan singlet dan triplet yang disebabkan elektron-elektron yang
berpasangan pada keadaan dasar Sy yakni sepasang untuk tiap orbital. Pada saat
tercksitasi, salah satu elektron pindah kepada orbital yang mempunyai energi yang
lebih tinggi. Salah satu dari kedua spin pada kedua elektron dalam keadaan tereksitasi
dapat sama yakni keduanya +1/2 atau -1/2, atau kedua elektron itu mempunyai spin
yang berlawanan yakni +1/2 dan -1/2. Kelipatgandaan suatu keadaan adalah sama

dengan 2|S|+1 dimana S adalah jumlah bilangan spin, baik +1/2 maupun -1/2. Bila



kedua elektron mempunyai spin yang sama maka S =1 dan 2/S|+1=3 sehingga

diperoleh keadaan triplet. Bila elektron-elektron mempunyai spin berlawanan maka

S=0 dan 2|S}+1 =1 sehingga diperoleh keadaan singlet.

Proses eksitasi membawa molekul yang biasanya berada pada keadaan dasar dengan
tingkat vibrasi terendah ke keadaan singlet tereksitasi. Molekul dalam keadaan
tereksitasi dapat mengalami beberapa kemungkinan yang akan dijelaskan dengan
diagram Jablonski pada Gambar 1.4.

Suatu transisi spektrum yakni suatu garis absorbsi yang ditandai dengan huruf “a”
pada Gambar 1.4, merupakan selisih energi antara dua keadaan molekul yang
melakukan absorbsi energi. Bila molekul mengabsorbsi energi hanya pada panjang
gelombang tunggal maka spektrum akan terdiri dari garis-gans tunggal seperti pada
spektrum emisi atom-atom. Biasanya molekul-molekul tidak hanya memiliki energi
elektronik Et tetapi juga energi vibrasi E, dan energi rotasi Eg. Setiap peralihan
elektronik akan memberikan banyak garis (pita) dan jumlah energi yang dipindahkan
sebanding dengan jumlah irisan semua garis tersebut.

ﬁ
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Gambar 1.4 Diagram Jablonski untuk molekul (Yamada, 1982).
Emisi radiasi yang menghasilkan peralihan molekul dari keadaan tereksitasi ke
keadaan dasar tanpa mengalami perubahan dalam kelipatgandaan dinamakan
fluoresensi dan ditandai dengan huruf “b” pada Gambar 1.4. Fluoresensi terjadi khas
dengan waktu paroh sekitar 10° s.d 107 detik. Karena itu fluoresensi praktis selalu
terjadi dari keadaan tereksitasi terendah kelipatgandaan singlet sebab inilah satu-



satunya kelipatgandaan dengan waktu paruh yang lebih lama daripada waktu yang
diperlukan untuk berbagai tumbukan.

Karena fluoresensi biasa terjadi dari keadaan vibrasi terendah S; maka emisi seperti
halnya absorbsi, selalu tegak, menurun dari tingkat vibrasi tereksitasi ke keadaan
dasar. Hal ini adalah kebalikan dari kejadian absorbsi dimana transisi terjadi dari
tingkat vibrasi v yang paling rendah (v = 0) pada S, dan molekul akan berakhir pada
tingkat vibrasi yang lebih tinggi dengan v > 0 pada S;. Akibatnya spektrum
fluoresensi timbul pada panjang gelombang yang Iebih besar atau frekuensi yang lebih
kecil daripada spektrum absorbsi.

Proses lain transisi molekul yang tereksitasi ialah sesuatu yang terlarang yang disebut
persilangan antar sistem yang menyangkut perubahan spin. Proses ini ditandai dengan
huruf “c” pada Gambar 1..4. Proses ini terjadi melalui kopling orbit spin dalam hal ini
keadaan dengan momen sudut spin yang berbeda dan momen sudut orbital yang

sedikit bercampur, karena mempunyai momen sudut total yang sama.

Persilangan antar sistem dan singlet tereksitasi terendah ke triplet terendah adalah
suatu hal yang penting dalam proses fotokimia karena mempunyai waktu hidup yang
panjang. Kehilangan energi karena perpindahan triplet terendah ke keadaan dasar
dapat terjadi disebabkan oleh proses radiatif yang disebut fosforesensi. Spektrum
fosforesensi timbul pada panjang gelombang yang lebih besar dari pada spektrum

fluoresensi. Proses fosforesensi ditandai dengan huruf “d” pada Gambar 1.4.

Jenis proses terjadinya pemancaran cahaya beserta skala waktunya dapat disimpulkan
pada table 1.2. (Orchin dan Jaffe, 1980)
Tabel 1.2 Jenis Proses Pemancaran Cahaya Beserta Skala Waktunya

Jenis Proses Transisi Waktu hidup 1
(sec)
Eksitasi hvo+Se = S1, Sz, ..., S 107°-107"
Konversi internal Sn, ..., S2 > S) + panas 100 -10"°
Konversi internal S; = So + panas 1077
Persilangan antar sistem | S; > T, + panas 107
Persilangan antar sistem | Ty <> Sy + panas 102 - 10?
Fluoresensi Si = So + hviuer 10" -10°
Fosforesensi Ty = So + hvgoster > 107
Kemiluciferase Energi + So = S; = So + hViemitum | 10°
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Kemiluciferase adalah pemancaran radiasi elektromagnetik sebagai hasil dari reaksi
kimia yang menghasilkan molekul tereksitasi secara elektronik yang kembali ke
keadaan dasar atau pada saat mentransfer energinya ke molekul lain, sambil
memancarkan cahaya tampak. Kemiluciferase yang terjadi pada organisme hidup

disebut dengan bioluciferase.

Ada tiga kondisi yang diperlukan untuk reaksi kemiluciferase (Kricka dan Gary,
1983). Kondisi pertama adalah reaksi kimia harus eksotermik untuk membebaskan
energi yang cukup untuk membentuk molekul keadaan tereksitasi, Kondisi kedua
adalah reaksi kimia harus mampu menyokong terbentuknya molekul keadaan eksitasi.
Sedangkan kondisi ketiga adalah molekul keadaan eksitasi harus mampu

memancarkan cahaya sendini atau mentransfer energinya ke molekul lain untuk

memancarkan cahaya.

Secara umum, reaksi kemiluciferase dapat dihasilkan oleh dua mekanisme dasar.
Mekanisme pertama adalah reaksi langsung yang melibatkan dua reaktan bereaksi
dalam kehadiran kofaktor untuk membentuk sebuah produk keadaan tereksitasi
elektronik. Produk tersebut kemudian mengalami relaksasi ke keadaan dasar sambil

memancarkan sebuah foton. Reaksi langsung dapat dinyatakan sebagai berikut
A+B> C*+D (1.6)
C*F Crhyp (1.7)

dimana A dan B reaktan dan C* adalah produk tereksitasi. Ilustrasi proses energi

eksitasi untuk reaksi langsung kemiluciferase ditunjukkan pada Gambar 1.5.
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Gambar 1.5 Proses energi pada reaksi kemiluciferase / bioluciferase untuk
reaksi: A+ B = C*+ D = C + Av(Orchin dan Jaffe, 1980).
Gambar 1.5 memperlihatkan proses energi untuk reaksi kemiluciferase dimana AHu
adalah energi enthalpi yang tersimpan dalam reaktan dan AHA* adalah energi enthalpi
aktivasi pada keadaan eksitasi yang selanjutnya relaksasi ke keadaan dasar sambil
memancarkan cahaya tampak. Proses reaksi kemiluciferase dapat terjadi jika AHA* <
AHa. Karena pada proses kemiluciferase menyaratkan energi yang terlibat harus
eksotermik maka reaksi terbatas hanya pada reaksi redoks yang menggunakan oksigen

dan hidrogen peroxida atau oksidan potensial lainnya.

Mekanisme kedua adalah reaksi tidak langsung yang didasarkan atas transfer energi
dari molekul tereksitasi ke molekul lain untuk memancarkan cahaya. Reaksi tidak

langsung dapat dinyatakan sebagai berikut.

A+B > P*+D (18)
P* +F > P + F* (1.9)
F* > F+hyv (1.10)

Dalam pers. 1.8, intermediat keadaan eksitasi dibentuk oleh reaksi kimia. Selanjutnya
energi kimia dalam intermediat kemudian ditransfer untuk mengeksitasi molekul lain
F sesuai pers. 1.9. Akhimya kemiluciferase terjadi ketika molekul tereksitasi

mengalami relaksasi kembali ke keadaan dasar dengan memancarkan cahaya.



BAB 11
ENERGI ELEKTRONIK MOLEKUL

Energi elektronik molekul dapat dihitung dengan menggunakan metode MNDO-PM3.
(Modified Neglect of Diatomic Overlap-Parametric Method Number 3). Metode ini
merupakan penjabaran dari persamaan Schrodinger yang dapat mengakomodasi

sistem yang mempunyai jumlah elektron yang banyak.

Metode MNDO-PM3 adalah salah satu metode semi empiris yang dapat digunakan
untuk menghitung struktur elektronik suatu molekul. Metode ini tergabung dalam
perangkat lunak MOPAC dengan kata kunci PM3.

Metode MNDO-PM3 bertujuan untuk menyelesaikan persamaan parameter yang
menghasilkan nilai dan fungsi eigen yang dicari. Perhitungan variasi tersebut
dilakukan secara empirik melalui iterasi yang berulang-ulang yang dikenal dengan

metoda Self Consistent Field (SCF). Persamaan yang akan diselesaikan dalam bentuk

|H -ES|=0 2.1)

atau dapat dinyatakan dalam bentuk
|H-E|=0 (2:2)

H adalah determinan sekular dan E adalah perangkat dari nilai eigen.

Persamaam sekular dalam metode MNDO-PM3 ini dikenal sebagai persamaan Hall-
Roothaan

c|F—£8,fc, =0 (23)

dimana c; adalah vektor eigen, F adalah matrik Fock, €; adalah nilai eigen, dan Sy

adalah matrik overlap. Energi total sistem dinyatakan dengan persamaan sebagai
berikut

E=%HH+F) L)



dimana P adalah matrik densitas dan H adalah matrik satu elektron. Elemen matrnk

Fock secara umum dapat ditulis
w=H, +ZZ[ “ (| do) - P (ud|va)) 2.5)

atau dalam bentuk tanpa spin, persamaan dapat ditulis

=g, +zz{  {uolAc) 2P, </1/1|UO'>:|

(2.6)
Metode MNDO-PM3 menggunakan set dasar minimum yang terdiri dan maksimum

satu buah orbital atom untuk setiap bilangan quantum anggular. Perangkat dasar

normal untuk sembarang atom dari satu orbital s dan tiga orbital p (p., p,, dan p;).

Jika integral overlap yang timbul dari overlap dari dua orbital atom yang berbeda
adalah diabaikan maka pengabaian ini menyebabkan matrik overlab tereduksi menjadi
matrik satuan. Metode ini disebut dengan Neclect of Diatomic Differential Overlap
Integral (NDDO). Persamaan sekular tereduksi dapat ditulis

c|F—¢gle, =0 (2.7)

Dalam teori semiempirik, digunakan matrik density Coulson

pe = S et =

dimana penjumlahan dilakukan pada semua orbital molekul spin yang ditempati.
Dalam perhitungan RHF, hanya matrik densitas total yang dihitung sehingga
persamaan dapat ditulis

gce 29
Pia =ZZCLCM ( )

dimana penjumlahan dilakukan untuk semua orbital molekul yang ditempati.
Jika sistem lebih dari setengah orbital atom yang terisi, maka matrik densitas dapat
ditulis

o 210
=]- Zczlc: (230

i=occ+]



N (2.11)
P,=2-2 ) ¢c,c,
i=0cc+l

Perhitungan untuk integral dua pusat satu elektron H,,,. didekati dengan persamaan

1 (2.12)
H,uu = Spu E(Uﬂ“ +Uuu)

dimana S, adalah integral overlap antara atom orbital ¢, untuk sebuah atom dan ¢,

untuk atom yang lain dan nilai U adalah konstanta orbital atom.

Jika semua integral dua elektron yang timbul dari overlap dari dua orbital atom pada
pusat yang berbeda diabaikan , maka elemen matrik NDDO tereduksi dapat ditulis
. 4B (2.13)
i = Hy, =3 32 (uh|oo)
Modifikasi dari aproksimasi NDDO memberikan aproksimasi MNDO-PM3 (Modified
Neclect of Diatomic Overlap-Parametric Number 3). Untuk setiap atom terdapat

maksimum lima integral dua elektron satu pusat yaitu
(sslss), (ssl pp},(sp]sp), (ppl pp), dan(pp'! pp'), dimana p dan p’ adalah dua orbital

atom jenis p yang berbeda. Lima integral ini diberi nama sebagai berikut

{
{
(splspy=H_, (2.14)
(
(

Dengan definisi ini, kontribusi satu pusat dua elektron ke matrik Fock dapat ditulis

£ = PG, +By? + B! + P N, by + B+ B JH,

a _ o+ f a
F;p—21):p+ H:p_pr(Hsp+Gsp) 55

a a a a a a a v v . 5
F& = P0G, —P2H_ +PLG, + (P& + PEYG,, —1/2PS, + P2 )G, ~G,,) 13

F2 =P2(G,,—G,)-1/2P%(G,, +G,,

Integral refulsif inti-inti pada pendekatan MNDO dinyatakan dengan persamaan
Ey(4,B)=2,2Z, ((sAsA |55 )(l +e %Ru o g~ R » (2.16)
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Jika interaksi O-H dan N-H diperlakukan berbeda, maka persamaan dapat ditulis
Ey(4, B) =Z,Z, ((sAsA lsBsB )(l et e R R )) .17

Bentuk interaksi inti-inti dari PM3 dapat ditulis

2.18)
~bu(Rag=cra)? ~bes(Ras=cia j (
a,..e + €
Z : K ;aw

k

E,(4,B))= E#%0 (4, )+ ZaZs (

AB

Dari persaman interaksi inti-inti pada metode PM3 dimasukkan persamaan refulsif
inti-inti  menurut pendekatan MNDO sehingga metoda PM3 disebut juga metoda
MNDO-PM3.



BAB I

PENENTUAN KOORDINAT INTERNAL MOLEKUL

Dari persamaan MNDO-PM3 yang telah dibahas pada BAB Il terlgambar bahwa
untuk menghitung energi elektronik dari molekul diperlukan informasi dari struktur
internal molekul. Struktur internal molekul merupakan spesifikasi dari geometri
internal yang menghubungkan atom satu dengan ataom yang lain. Spesifikasi
geometri internal menunjukkan posisi relatif antara dua atom terdekat yang

membentuk ikatan kimiawi seperti yang diperlihatkan pada Gambar 3.1.

Gambar 3.1 Sistem geometri internal

Untuk spesifikasi ikatan ini diperlukan tiga besaran yaitu : jarak antar atom yang
berikatan, sudut antara dua ikatan dalam satu bidang dan sudut antar bidang ikatan

yang berdekatan. Format data secara lengkap dapat ditulis :

No Panjang Sudut Sudut Atom | Atom | Atom

Atom | Ikatan Tkatan Bidang 1 2 3
Untuk atom pertama cukup dinyatakan

1 0 0 0 0 0 0

Untuk atom kedua perlu dinyatakan panjang ikatan terhadap atom pertama

2

2

0

0

1

0

0

Untuk atom ketiga perlu dinyatakan panjang iktan terhadap atom kedua dan sudut

ikatan yang dibentuk terhadap atom pertama

3

I3

<(r12, 23

0

10




Untuk atom keempat perlu dinyatakan panjang ikatan terhadap atom ketiga, sudut

ikatan yang dibentuk terhadap atom kedua dan sudut antar bidang yang dibentuk oleh

bidang atom keempat — ketiga — kedua dan bidang atom ketiga — kedua — pertama.

4

T34

<(r23, T34y

<(ra3 X T34,

T2 XI23)

3

2

1

]

Untuk atom-atom berikutnya berlaku hal yang sama. Untuk atom kelima karena atom

ini tidak terikat pada atom keempat melainkan pada atom kedua, sehingga diberikan

kebebasan untuk menyatakan sudut antar bidang ikatan yang berdekatan. Sedangkan

sudut antara dua ikatan dalam satu bidang tidak berubah, yaitu dalam hal ini <(r;s,

I'23).
5 s <(125, I23) <(r2s5 X 123, 2 3 1
N3 XTi2)
atau
5 s <(r2s, T23) <(r25 X 23, 2 3 4

23 X I34)

dan variasi lainnya.

Selanjutnya nomor atom digantikan dengan nama unsur atom yang dimaksud,

misalnya H (hydrogen), C (karbon), N (nitrogen) dan O (oksigen) serta atom-atom

lainnya.

11



BAB IV
STUDI KASUS KARAKTERISTIK FISIS PEMBENTUKAN
KEADAAN EKSITASI FENOMENA BIOLUMINISENSI PADA
BAKTERI

Fenomena bioluciferase pada organisme hidup telah menjadi objek perhatian
semenjak zaman dahulu kala. Ketika Cristopher Columbus menyeberangi laut
Atlantik, ia sering melihat cahaya luciferase misterius di sekitar kapalnya. Saat itu,
dijelaskan bahwa luciferase yang ditemukan di laut dihubungkan dengan monster atau

misteri lain yang belum diketahui (Harvey, 1920 dikutip dari Floyd, 1997).

Usaha serius pertama ilmuwan untuk menyelidiki asal muasal luciferase pada
organisme dimulai pada pertengahan tahun 1600 Masehi. Saat itu Boyle menguji
pengaruh oksigen pada luciferase yang teramati pada daging yang sudah mati.
(Harvey, 1952 dikutip dari Kruse dan Boyle, 2000). Pada tahun 1830, ilmuwan
Jerman, G.A. Michaelis, menemukan bahwa luciferase dari daging yang sudah mati
disebabkan oleh sesuatu yang hidup (Harvey, 1920 dikutip dari Biron, 2003).
Penemuan G.A. Michaelis ini merupakan titik awal para peneliti untuk mengobservasi
luciferase pada makluk hidup. Saat ini, bioluciferase telah diobservasi pada ribuan

spesies meliputi kunang-kunang, jamur, binatang laut dan bakten.

Salah satu spesies yang menarik perhatian adalah bakteri luciferase. Bakteri luciferase
mayoritas ditemukan di alam dalam bentuk simbiosis dengan makluk hidup yang lain
seperti ikan, cumi dan ada juga yang mampu hidup bebas di alam (Meyer-Rochow,
2001). Dalam peristiwa simbiosa, bakteri menggunakan inang sebagai habitat untuk
penumbuhan dan memperoleh makanan, dan pada waktu yang sama inang
menggunakan cahaya yang dihasilkan bakteri untuk komunikasi, pertahanan, dan
mencari mangsa (Hasting, 1998). Dalam hal komunikasi, cahaya dipancarkan agar
dikenali spesies atau identitasnya oleh individu lain. Cahaya juga digunakan sebagai
alat pertahanan bagi inang karena berfungsi memindahkan perhatian dari pemangsa
dengan cara mengelabui pemangsa di malam terang bulan. Cahaya juga digunakan
untuk mencari mangsa karena cahaya dapat digunakan sebagai penerangan untuk

menangkap mangsa.
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Holt dkk. (1994) mengungkapkan bahwa bakteri luciferase dapat dikelompokkan atas
tiga genus: pertama Photobacterium, kedua Vibrio, dan ketiga Photorhabdus. Genus
yang ada pada lingkungan laut dikelompokkan sebagai Photobacterium dan Vibrio.
Genus Photobacterium kebanyakan bersimbiosa pada organ cahaya dari binatang laut
sedangkan genus Vibrio selain ada dalam keadaaan bersimbiosa juga ditemukan
dalam keadaan hidup bebas di dalam laut. Sedangkan genus Photorhabdus hidup
bebas di lingkungan darat.

Hasting (1971) telah merumuskan reaksi bioluciferase untuk bakteri yaitu melibatkan
enzim yang disebut luciferase. Luciferase ini mengkatalis tiga substrat yaitu flavin
mononukleotida tereduksi (FMNH,), molekul oksigen (073)
dan aldehid rantai panjang (RCOH). Reaksi tersebut membebaskan flavin (FMN),
asam lemak rantai panjang (RCOOH), molekul air (H»O) sambil memancarkan
cahaya tampak (hv) sebagai berikut.

FMNH; + O; + RCOH — FMN + RCOOH + H,0 + hv (4.1a)

Untuk menjelaskan proses bioluciferase pada bakteri, Hasting dkk. (1973) membagi
reaksi bioluciferase atas empat intermediat kunci sesuai dengan urutan reaksi yaitu
intermediat I (substrat FMNH, terikat pada luciferase), intermediat II
(penambahan substrat O, pada reaksi intermediat 1), intermediat 111 ( penambahan
substrat RCOH pada reaksi intermediat II) dan intermediat IV* (keadaan eksitasi dari
reaksi yang akan meluruh kekeadaan dasar sambil memancarkan cahaya) sesuai

persamaan berikut.
Luciferase O, RCHO RCOOH

\ \ \\ / : Cahaya
FMNH, — > | —*1I > Il A FMN +H,O

(4-1b)

4.1 Tinjauan Energi pada Reaksi Luciferase
Dari sudut pandang energi, reaksi bioluciferase terjadi ketika sebagian besar energi
kimia yang eksoterm AH diubah menjadi energi eksitasi elektronik AH * yang
meluruh ke keadaan dasar sambil memancarkan cahaya tampak (V). Secara ringkas
prosesnya dapat dirumuskan sebagai berikut
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AH = AH* -5 hv {4.1¢)

Langkah AH — AH* disebut langkah pembentukan keadaan eksitasi (kemieksitasi)
dan langkah AH* — hv disebut langkah proses pemancaran cahaya (kemiluciferase).

Persyaratan energi ditentukan berdasarkan kriteria dari Gracia-Compana dkk. (2001)
sebagai berikut

-AG 2he A (4.2)
dimana AG adalah perubahan energi bebas Gibbs, h adalah konstanta Planck

(6,626x10™* J.s), ¢ adalah kecepatan penjalaran cahaya dalam ruang vakum

(3x10® m.s") dan A adalah panjang gelombang cahaya yang dipancarkan.

Hubungan antara perubahan energi bebas Gibbs AG dengan perubahan enthalpi AH
dapat ditulis

AG = AH - TAS (4.3)

Perubahan entropi AS dapat dinyatakan dalam persamaan empiris (Lehrer dan
Barker, 1970 dikutip dari Tu, 1979) sebagai berikut

AS =46 (logk—-107-log T ) (44)

dimana k adalah konstanta peluruhan dan T adalah temperatur reaksi pada skala
Kelvin. Hubungan perubahan enthalpi pada keadaan eksitasi AH* dengan energi

aktivasi E, dapat ditulis sebagai berikut
AH* =E, +RT (4.5)

Sedangkan hubungan perubahan energi bebas Gibbs pada keadaan eksitasi AG*

dengan perubahan enthalpi pada keadaan eksitasi AH* dapat dinyatakan sebagai
berikut

AG* = AH* - TAS* (4.6)

Sedangkan perubahan entropi pada keadaan eksitasi AS* dapat dinyatakan dalam
persamaan empiris (Lehrer dan Barker, 1970 dikutip dari Tu, 1979) sebagai berikut

AS* =46 {logk— 107-log T +Eo/(4,6 T)} G
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Karena reaksi bioluciferase dapat dirumuskan ke dalam dua langkah energi yaitu
langkah kemieksitasi dan langkah kemiluciferase, maka mekanisme fotonik
bioluciferase bakteri dapat dijelaskan dengan menggabungkan seluruh informasi yang
terkandung pada kedua langkah tersebut. langkah kemieksitasi atau pembentukan

keadaan eksitasi akan dijelaskan sebagai berikut.

4.2 Model Reaksi Pembentukan Keadaan Eksitasi

Model reaksi pembentukan keadaan eksitasi pada bakteri luciferase dapat ditulis

sebagai berikut :

(x)FMNH, + A > (x)FMNH +AH" (4.8)
(x1)FMNH' + 0, > (x)FMNHOO 4.9)
(x2)FMNHOO" + BH - (x)FMNHOOH+B  (4.10)
(x;)FMNHOOH + RCOH = (x)FMNHOO-CHOH-R (4.11)
(xa)FMNHOO-CHOH-R - RCOOH = (xs)FMNHOH* (4.12)

dimana A merepresentasikan katalis asam yang terlibat dalam proses deprotonisasi
dan B merepresentasikan katalis basa yang terlibat dalam proses protonisasi dan “x”
menyatakan jumlah molekul FMNH, yang terikat pada luciferase. Pers. 4.8 s.d 4.10
merepresentasikan intermediat I dan intermediat I, pers. 4.11 merepresentasikan
intermediat III dan pers. 4.12 merepresentasikan intermediat IV* atau keadaan

eksitasi.

Karena massa elektron atau proton yang terlibat dalam reaksi relatif kecil, maka efek
kuantum seperti perubahan muatan dan pemutusan ikatan sangat sukar diobservasi di
dalam eksperimen. Untuk mengatasi masalah ini, maka mekanisme pembentukan
keadaan eksitasi dari reaksi luciferase dilakukan secara komputasi. Namun
sebelumnya perlu mengetahui energi awal yang tersedia pada reaksi luciferase dengan
mengidentifikasi jumlah molekul substrat FMNH, yang terlibat dalam reaksi.
Tahapan perhitungan secara komputasi adalah sebagai berikut: pertama, memprediksi
dudukan aktif dari luciferase dan kedua, menghitung perbedaan energi potensial dari
reaksi luciferase menggunakan metode MNDO-PM3 yang tergabung dalam perangkat
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lunak MOPAC versi 7 dengan kata kunci PM3. Garis besar metode MNDO-PM3
dapat dilihat pada BABII..

4.3 Penentuan Jumlah Molekul Substrat FMNH; yang Terikat pada Luciferase
Untuk mengetahui nilai awal “x” pada pers. 4.8 s.d 4.12, maka perlu dilakukan
penentuan jumlah sisi pengikatan FMNH, secara kinetik. Jumlah substrat FMNH,
yang terikat pada luciferase didapatkan dari hubungan antara kecepatan reaksi yang
dikatalis oleh luciferase dengan konsentrasi FMNH,. Pada kondisi pH dan temperatur
tertentu konsentrasi substrat bertambah sehingga kecepatan reaksi akan meningkat.

Pada harga konsentrasi tertentu, kecepatan maksimum V,, akan tercapai.

Model reaksi luciferase dapat diturunkan dari model Mickaelis dan Menten sebagai
berikut

= U k. ~0
E+S ES—>FES" — hv (4.13)
——

dimana E adalah konsentrasi enzim, S adalah konsentrasi substrat FMNH,, ES adalah
konsentrasi intermediat enzim-substrat dan ES® adalah konsentrasi intermediate I1.

Jumlah dari ES? yang terbentuk dalam reaksi ini adalah

0 (E7XS)
EN=E e (.19

dimana Ky adalah konstanta disosiasi (k.)/k;) untuk pengikatan Luciferase-FMNH,,
dan (E1) adalah konsentrasi pengikatan substrat pada luciferase total {(EY-(ES)}. Jika
kecepatan reaksi yang dikatalis oleh luciferase sebanding dengan jumlah intermediat

stabil (ES®), maka pers. 4.14 dapat ditulis dalam bentuk persamaan Michaelis dan
Menten sebagai berikut

= Vmaks(S)
K, +(S) (4.15)
atau dapat ditulis dalam bentuk
1i_1 K (l)
v Vmaks Vmaks S (416)
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S6g [hd [ 204 p~ (1)

dimana v adalah kecepatan reaksi dan V.. adalah kecepatan reaksi maksimum pada
saat konsentrasi FMNH, tersaturasi. Jika orde reaksi (n) terhadap FMNH, juga
ditinjau, maka pers.4.15 dapat ditulis

- Vma/cx(S)"
= K4S (4.17)

atau dapat ditulis dalam bentuk

lo'rf—VL"@——fl\
v )

) (4.18)

Berdasarkan data eksperimen dapat diplot hubungan antara log (Vmas/v-1) dengan log
(S) sesuai pers. 4.18 dan hasilnya diperlihatkan pada Gambar 4.1.

-],0-|

\

'\ log (Vmae/V -1) =-1,174 log S - 7,8901

-1,5 - R?=0,9226

log (Vnaks/v-

log (S)
Gambar 4.1 Plot dari log (V may/v -1) terhadap log S untuk luciferase.

Berdasarkan persamaan garis /og (Vipas/V-1) = -1,174 log S -7,8901 yang diperoleh
pada Gambar 4.1 dan hubungannya dengan pers. 4.18 dapat disimpulkan bahwa orde
reaksi bioluciferase (n) terhadap FMNH; adalah 1,1. Dengan kata lain, reaksi pada

luciferase yang dinyatakan dengan pers.4.18 mempunyai kebergantungan orde satu

terhadap konsentrasi FMNH, sesuai kemiringan garis n=1,1.
Selanjutnya data eksperimen pengikatan FMNH; pada luciferase dapat diplot

hubungan antara 1/v dengan 1/S untuk dua konsentrasi luciferase yang berbeda sesuai

dengan pers. 4.16 dan hasilnya diperlihatkan pada Gambar 4.2.
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1/y = 2x107(1/S) + 1,0621
2 —
L1 R =0,9578
< 1,10 -
1,05 4 *
1,00 , RO - ; e
0 100000 200000 300000 400000 500000 600000 700000
1/S
(2)
1.20 - o
*
L15 A /v =107(1/S) + 1,1223
dl R® =0,9542
2 1.10
1.05 -
1.00 : : , : : :
0 100000 200000 300000 400000 S00000 600000 700000
1/8
(b)

Gambar 4.2 Hubungan antara resiprok dari intensitas cahaya awal (1/v) dengan
resiprok konsentrasi FMNH; (1/S) untuk luciferase dengan konsentrasi
(a) 1,06x10°® mol/liter dan (b) 10,6x10°® mol/liter.

Berdasarkan persamaan garis Iv = 2x107 (1/S) + 1,0621 yang diperoleh pada
Gambar 4.2(a) dan hubungannya dengan pers. (4.16) dapat disimpulkan bahwa
konstanta disosiasi Kyg dari FMNH, untuk luciferase dengan konsentrasi
1,06x10® mol/liter adalah 0,89x10” M dan Vimax adalah 0,9/s. Sedangkan berdasarkan
persamaan garis I/v = 107 (I/S) + 1,1223 yang diperoleh pada Gambar 4.2(b) dan
hubungannya dengan pers. (4.16) dapat disimpulkan bahwa Ky untuk luciferase
dengan konsentrasi 10,6x10°® mol/liter adalah 1,89x107 M dan V. adalah 0,53/s.
Nilai K4 yang kecil menunjukkan bahwa afinitas luciferase terhadap pengikatan
susbtrat adalah besar (Stryer, 1995).
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Untuk mengetahui jumlah sisi pengikatan FMNH; pada luciferase berdasarkan
hubungan konsentrasi substrat bebas (S¢) dengan konsentrasi substrat total (S), maka
komplek enzim-substrat (ES) dapat ditulis

(S,)=(8)=(ES) = ()~ v/Viu(Er) (4.19)

dimana Er adalah konsentrasi sisi pengikatan substrat FMNH,. Dengan
mensubsitusikan pers.4.15 ke pers. 4.19 didapatkan hubungan

Vowe _ 14k (B, Y1=v 1V NAS)

max
v

(4.20)

Berdasarkan data eksperimen, dapat diplot hubungan antara V. /v terhadap 1/S pada
dua konsentrasi luciferase yang berbeda sesuai pers. 4.20 dan hasilnya diperlihatkan

pada Gambar 4.3.

L0 -
Vinaks v =3x10 7 (1/S) + 1,0043
R?=09756

|
105 -
|
|
|

& e -
= e Vaas = 10x 7 (1/8) 40,9962
1o 4 R? =0,9723
0,95 (r

T T T 1

0 50000 100000 150000 200000 2350000 300000 350000
/S

Gambar 4.3 Hubungan dari Vpa/v terhadap 1/S pada konsentrasi LUCIFERASE yang
berbeda (1,02 x 107 tiol/liter (segiempat hitamy dan 3,06 x 107 miol/liter
(segitiga hitam)}.

Gambar 4.3 memperlihatkan bahwa plot dari Vy./v terhadap 1/S untuk data

eksperimen sesuai pers. 420 pada konsentrasi substrat tinggi, v mendekati Vpax

sehingga (1-v/Vyua) = 0 dan kemiringan garis menjadi k4. Sebaliknya pada

konsentrasi substrat rendah, v mendekati 0 sehingga (1- v/V;0) = 1 dan kemiringan

garis menjadi (K4 + Et) dapat ditentukan dani kemiringan garis pada nilai yang tinggi

dari 1/S. Pada konsentrasi substrat yang tinggi, kemiringan garis berkurang dan
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mendekati nilai Ky namun dapat lebih sederhana ditentukan dari kemiringan garis
pada konsentrasi enzim rendah {(Er)<<Kq}. Konsentrasi pengikatan FMNH;
kemudian dapat ditentukan. Kesimpulan dar hasil yang diperoleh pada Gambar 4.3
ditampilkan pada Tabel 4.1.

Tabel 4.1 Jumlah Pengikatan FMNH; pada LUCIFERASE

Konsentrasi Konsentrasi Sisi pengikatan | Sisi pengikatan FMNH,
LUCIFERASE FMNH, (mol/liter) per molekul
(mol/liter) LUCIFERASE
C1,06x10% | C1axw® 103
~106x10° 11,1x10% 1,04

Tabel 4.1 memperlihatkan bahwa LUCIFERASE dengan berat molekul 79 kD
mengandung hanya satu pengikatan untuk FMNH,. Hasil ini akan menjadi data awal
dalam penentuan dudukan aktif LUCIFERASE dimana hanya ada satu sisi
pengikatan untuk FMNH, permolekul LUCIFERASE.

4.4 Prediksi Dudukan aktif dari LUCIFERASE

Berdasarkan data-data eksperimen pada Tabel 4.1 bahwa hanya ada satu molekul
substrat FMNH; yang terikat pada LUCIFERASE, maka reaksi pembentukan keadaan
eksitasi pada LUCIFERASE sesuai pers 4.8 s.d 4.12 dapat ditulis sebagai berikut :

FMNH, +A > FMNH +AH* (421)
FMNH +0, = EMNHOO (4.22)
FMNHOO' +BH - FMNHOOH+B (423)
FMNHOOH +RCOH - FMNHOO-CHOH-R (4.24)
FMNHOO-CHOH-R - RCOOH -> FMNHOH* (4.25)

Dudukan aktif A merepresentasikan katalis asam yang berfungsi sebagai penerima
proton dan B merepresentasikan katalis basa yang berfungsi sebagai pemberi proton.
Dudukan aktif A dan B dapat diprediksi menggunakan metode MNDO-PM3 dengan
menghitung perbedaan energi potensial akibat perpindahan proton untuk beberapa
residu asam amino yang bersifat asam dan basa berdasarkan pers. 4.21 s.d 4.25.

Dudukan aktif pada LUCIFERASE akan diprediksi berdasarkan kriteria perbedaan
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energi potensial dari Sugimoto dkk. (1999). Tiga skenario dari Sugimoto dinyatakan

pada skema dalam Gambar 4.4,

AE(V)

(=]

dow n

Ry R(A) 4.0

Gambar 4.4 Skema energi yang berpola up, down dan barrier berdasarkan kriteria

Sugimoto dkk. (1999). Tanda panah menunjukkan perubahan jarak

antara dua molekul yang saling mendekati satu sama lain
Kurva energi yang berpola #p menunjukkan bahwa reaksi sukar terjadi, kurva energi
yang berpola barrier dengan energi barrier aktivasi (energi aktivasi) E, menunjukkan
bahwa reaksi dapat terjadi sedangkan kurva energi yang berpola down menunjukkan
bahwa reaksi spontan terjadi. Berdasarkan fungsi LUCIFERASE yang merendahkan
energi harrier aktivasi E, supaya reaksi bioluciferase dapat terjadi maka skenario
energi yang dipilih berdasarkan Gambar 4.4 adalah skenario adanya energi barrier
aktivasi (E,) atau berpola down. Tetapi bila terjadi energi barrier aktivasi pada semua
reaksi maka skenario yang dipilih adalah reaksi dengan energi barrier minimum. Hal
ini didasarkan atas asumsi bahwa energi barrier minimum akan mempercepat laju
reaksi seswai persamaan Arhenius (pers.14.9) dimana nilai E, adalah besar bila laju

reaksi adalah kecil sehingga kriteria E; minimum terpenuhi.

Verifikasi energi aktivasi dilakukan dengan cara mencocokkan energi aktivasi yang
diperoleh dari perhitungan dengan yang diperoleh dari eksperimen. Berdasarkan
kriteria tersebut, maka diuji beberapa jenis residu asam amino yang bersifat asam dan
basa. Pemilihan jenis asam amino yang bersifat asam dan basa im adalah berdasarkan
asumsi bahwa reaksi bioluciferase pada bakteri adalah reaksi reduksi-oksidasi. Oleh
karena itu, perpindahan elektron akibat reaksi ini dimediasi oleh residu asam amino

yang bersifat asam sebagai penerima proton dan basa sebagai pemberi proton.
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Berdasarkan pengelompokkan jenis residu asam amino baku maka asam amino yang
bersifat asam adalah Asparagin (Asn) dan Asam aspartat (Asp), sedangkan asam

amino yang bersifat basa adalah Lisin (Lys-H") dan Histidin (His).

Untuk menghitung perbedaan energi potensial akibat perpindahan proton pada setiap
pers. 421 s.d 4.25 diperlukan data masukan geometri internal dari molekul-molekul
yang bersangkutan. Susunan molekul menunjukkan posisi relatif antara dua atom
yang berdekatan sehingga membentuk ikatan kimiawi molekul. Untuk menspesifikasi
ikatan ini, diperlukan tiga besaran yaitu jarak antar atom yang berikatan, sudut antara
dua ikatan dalam bidang dan sudut antara bidang ikatan yang berdekatan (dihedral
angle). Selain itu diperlukan juga label atom-atom terdekat. Penjelasannya lebih detail

tentang penentuan koordinat internal molekul diberikan dalam Lampiran G.

Struktur geometri dan keadaan elektronik setiap molekul dioptimasi terhadap energi
total menggunakan metoda MNDO-PM3. Kurva energi potensial setiap reaksi
diperoleh setelah melakukan minimisasi energi total terhadap semua parameter
geometri kecuali jarak tegak lurus antara molekul R. Contoh jarak tegak lurus antara

dua molekul dapat dilihat pada Gambar 4.5.

Gambar 4.5 Jarak tegak lurus antara dua molekul R
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Kurva energi potensial diperoleh berdasarkan perbedaan energi total AE yang
difenisikan sebagai berikut

AE = E(R)-Ey (4.26)

dimana E(R) adalah energi total sistem pada jarak R dan Eq adalah energi total sistem
pada jarak acuan Ry = 4A. Dalam penelitian ini digunakan dua sisi pengikatan pada
FMNH; yaitu sisi Ny dan sisi C4,. Sisi N; digunakan sebagai tempat pengikatan residu
asam amino yang bersifat asam dan sisi Cs, digunakan sebagai tempat pengikatan
residu asam amino yang bersifat basa. Pemilihan sisi Ny dan C4, dari FMNH,; sebagai
sisi pengikatan adalah sesuai dengan hasil penemuan Vervoort dkk.(1986a dan
1986b), Wada dkk. (1997 dan 1999) dan Sugimoto dkk. (1999), bahwa sisi N| adalah
tempat deprotonisast dan sisi C4, adalah tempat protonisasi. Dalam penelitian ini
dipilih molekul lumiflavin  (R=-CHj3) sebagai substrat FMNH,.

Model interaksi dan kurva perbedaan energi potensial dari pengikatan Asp pada
FMNH, sesuai pers. (4.21) diperlihatkan pada Gambar 4.6.

o [Asp]
b _/C——"CHZ
R f“o
HaC g I\ll N, ya
3 a
S C/ \lc/lo\cl:l/ l\T/
Ca G5 C._4 _NH
H:,C/ \C/ \N/4a\C/
H H ”
O
(a)
6 s EEe
5 1 --------------------------- A
]
4 ’
[
.3 1 .
S E:=5.4 eV (1248 Kkal/mol)
2 5 '
4 H
1 (]
I SRRU———————— [
-
2 S R
1 2 3 g
R(A)
(b)

Gambar 4.6 (a) Model interaksi Asp dan FMNH, dan (b) kurva perbedaan energi
potensial pengikatan dudukan aktif asam amino Asp pada FMNH,.
23



Tanda panah pada gambar menunjukkan arah pergerakan molekul Asp
menuju sisi N, dari FMNH,.

Gambar 4.6 memperlihatkan model interaksi dan kurva perbedaan energi potensial
yang dihitung berdasarkan reaksi pada pers. 4.21. R didefinisikan sebagai jarak antara
sisi N; dari FMNH, dengan atom terminal O dari grup —-COO™ pada rantai sisi Asp.
Perhitungan perbedaan energi potensial dimulai pada jarak acuan R = 4 A dimana
bidang FMNH, tegak lurus dengan bidang Asp. Pada saat Asp mendekati FMNH,
maka kurva perbedaan energi potensial bertambah secara cepat dan maksimum pada

jarak 2.4 A. Energi barrier akibat reaksi ini adalah 5.4 e4.

Mode! interaksi dan kurva perbedaan energi potensial dari pengikatan Asn pada
FMNH,; sesuai pers. (4.21) diperlihatkan pada Gambar 4.7.

HoN [Asn]
X \/>C—CH2
R/t“o
R
HsC g rL 10;‘15' y
3
P \|C/10\T| 1\T/
C\ C. 5 C 4 NH
e \E/ \u/42,\(:|/
o}
(a)
0,20
=~ 0,157
o
£ 0,10
=
= 005
<
0,00 T
-0,05
1 2 3 4
R(A)
(b)

Gambar 4.7(a) Model interaksi Asn dan FMNH, dan (b) kurva perbedaan energi
potensial pengikatan dudukan aktif asam amino Asn pada FMNH,.
Tanda panah pada gambar menunjukkan arah pergerakan molekul Asn
menuju sisi Ny dani FMNH,.
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Gambar 4.7 memperlihatkan model interaksi dan kurva perbedaan energi potensial
yang dihitung berdasarkan reaksi pada pers. 4.21. R didefinisikan sebagai jarak antara
sisi Ny dari FMNH; dengan atom terminal O dan grup —CONH; pada rantai
sisi Asn. Perhitungan perbedaan energi potensial dimulai pada jarak acuan R = 4 A

dimana bidang FMNH, tegak lurus dengan bidang Asn. Pada saat Asn mendekati

FMNH, maka kurva perbedaan energi potensial bertambah secara cepat dan
maksimum pada jarak 2.4 A. Pertambahan energi potensial maksimum terjadi ketika

Asn mendekati FMNH, pada jarak 2.4 A. Energi barrier akibat reaksi ini adalah 0,17
eV {Gambar 4.6(b)}.

Model interaksi dan kurva perbedaan energi potensial pengikatan dudukan aktif asam
amino LysH dan His pada FMNHOO" sesuai pers. 4.23 diperlihatkan pada Gambar
4.7 dan Gambar 4.8,

[FMNHQO

NN N4
W
ne N Ny (His]

' I H'C:C—Clj—
,/'N\/NH
H

(a)
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Gambar 4.8(a) Model interaksi His dan FMNHOO™ dan (b) kurva perbedaan energi
potensial pengikatan dudukan aktif asam amino His pada FMNHOO".
Tanda panah pada gambar menunjukkan arah pergerakan molekul His
menuju atom O pada FMNHOO".
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Gambar 4.9(a) Model interaksi Lys dan FMNHOO™ dan (b) kurva perbedaan energi
potensial pengikatan dudukan aktif asam  amino Lys pada
FMNHOO". Tanda panah pada gambar menunjukkan arah
pergerakan molekul Lys-H" menuju atom Op pada FMNHOO'".

Gambar 4.8 dan Gambar 4.9 memperlihatkan kurva perbedaan energi potensial hasil
perhitungan untuk reaksi sesuai pers. 4.23. Simbol R didefinisikan sebagai jarak
antara atom Op dari atom O; yang telah direaksikan sebelumnya dengan FMNH"
sesuai pers. (4.22) dengan atom terminal N dari grup -NH, pada rantai sisi His dan
LysH. Perhitungan perbedaan energi potensial dimulai pada jarak acuan R = 4 A
dimana bidang FMNHOO" tegak lurus dengan bidang His atau LysH. Pada saat His
mendekati atom Op dari atom O, maka kurva perbedaan energi potensial bertambah
secara cepat pada jarak R=3 A dan makin tinggi ketika His makin mendekati atom Og
(Gambar 4.8) Berbeda dengan hasil ditunjukkan oleh residu His, maka residu LysH
menunjukkan penurunan drastis energi potensial ketika ia mendekati atom Og pada
jarak R = 3 A (Gambar 4.9). Tidak ada energi barrier untuk reaksi dengan residu Lys

sehingga reaksi bersifat spontan. Hasil perhitungan dengan metoda MNDO-PM3
ditunjukkan pada Tabel 4.2

Tabel 4.2 Energi potensial hasil perhitungan dengan metode MNDO-PM3

Model reaksi ‘ Asam amino Jarak transfer Potensial barrier
(B, AH) proton Ry (A) Ea(eV)
Pers. 4.21 Asn 24 0,17
Asp 24 57
Pers. 4.23 Lys-H 3 Down (Spontan)
His - Up

Berdasarkan kriteria pemilihan dudukan aktif dari Sugitomo dkk. (1999) yang telah
dijelaskan sebelumnya dapat disimpulkan bahwa residu asam amino yang berfungsi
sebagai dudukan aktif adalah Asn yang terlibat dalam proses deprotonisasi dan Lys
yang terlibat dalam proses protonisasi.

4.5 Mekanisme Pembentukan Keadaan Eksitasi pada Reaksi LUCIFERASE

Untuk mendapatkan pembentukan keadaan eksitasi (kemieksitasi), pers. 4.21 s.d 4.25
diganti dengan memasukkan dudukan aktif Asn yang bersifat asam A dan dudukan
aktif Lys yang bersifat basa B. Setiap persamaan dihitung perubahan energi potensial

terhadap jarak antar molekul akibat proses reaksi. Dengan asumsi bahwa reaksi
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bioluciferase pada bakteri Photobacterium phosphoreum adalah reaksi redoks yang

melibatkan perpindahan elektron atau proton, maka dapat juga ditinjau perubahan

muatan pada sisi pengikatan substrat. Contoh perhitungan perbedaan energi potensial

AE dan muatan total Q pers. 4.21 pada jarak antar molekul R = 3,9 A dapat dilihat

pada Lampiran H.

Kurva perbedaan energi potensial AE dan muatan total Q reaksi pembentukan keadaan

cksitasi sesuai pers. 4.21 s.d 4.25 diperlihatkan pada Gambar 4.12 s.d 4.14.
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Gambar 4.10(a) Model interaksi Asn dan FMNH, (b) kurva perbedaan energi
potensial dan (c) muatan total untuk reaksi penambahan proton sesuai
pers. 4.21 terhadap jarak molekul R. Tanda panah pada gambar
menunjukkan arah pergerakan molekul Asn menuju sisi N
dari FMNH,.
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Gambar 4.11 (a) Model interaksi O, dan FMNH" (b) Kurva perbedaan energi potensial
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dan (¢) muatan total untuk reaksi penambahan molekul O, sesuai pers.
422 terhiadap jarak molekul R. Tanda panah pada gambar
menunjukkan arah pergerakan atom Oa menuju sisi Cq, dari FMNH'.
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Gambar 4.12 (a) Model interaksi Lys dan FMNHOO, (b) Kurva perbedaan energi
potensial dan (¢) muatan total untuk reaksi pengikatan Lys sesuai pers.
4.23 terhadap jarak moiekul R Tanda panah pada gambar menunjukkan
arah pergerakan molekul Lys-H" menuju atom Og pada FMNHOO".
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Gambar 4.13(a) Model interaksi aldehid dan FMNHOOH, (b) kurva perbedaan energi

AE (eV)

potensial dan (c) muatan total untuk reaksi penambahan aldehid sesuai
pers. 424 terhadap jarak molekul R. Tanda panah pada gambar
menunjukkan arah pergerakan molekul Aldehid menuju atom Op pada
FMNHOOH.
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Gambar 4.14(a) Model interaksi RCOOH dan FMNHOO-CHOH-R, (b) Kurva
perbedaan energi potensial dan (c) muatan total akibat pelepasan
RCOCH dari FMNHOO-CHOH-R sesuai pers. 4.25 sebagai fungsi
jarak R. Tanda panah pada gambar menunjukkan arah pergerakan
molekul RCOOH menjauhi sisi O4 pada FMNHOO-CHOH-R .

Gambar 4.10 memperlihatkan bahwa sebuah proton ditransfer dari sis1 N; dari

FMNH; ke atom terminal O dari ~-CNH2O" dari rantai sisi Asn pada jarak R=2,4 A
{Gambar 4.10(b)}. Transfer proton ini ditandai pengurangan muatan total secara
drastis pada atom N; pada jarak R = 24 A dan pada saat yang sama terjadi
perpindahan proton dari sisi N; dari FMNH; ke Asn {Gambar 4.10(c)}. Perpindahan
proton ke Asn hanya pada sisi N; dari FMNH, karena muatan total pada sisi lain dari
FMNH; seperti pada sisi Ca, adalah konstan. Energi barrier dari reaksi ini adalah 0,17
eV sedangkan molekul baru yang dihasilkan adalah FMNH"

Gambar 4.11 memperlihatkan bahwa perbedaan energi potensial dan muatan total
pada sisi N5 dan C4, FMNH sebagai fungsi dari R dimana R adalah jarak sisi Cy4, dari
FMNH' dengan atom Op dari O,. Perbedaan energi potensial dihitung mulai pada

jarak R = 4 A dimana arah awal ikatan O-O diasumsikan paralel dengan bidang
FMNH". Besarnya energi barrier akibat reaksi ini adalah 0,8 eV pada R=24

{Gambar 4.11(b)}. Proton berpindah dari atom O, pada O, menuju sisi Cg,.
Perpindahan proton ditandai oleh pertambahan muatan total di C4, dan pengurangan

muatan di Oa pada jarak R = 2A. Penambahan O, menyebabkan sisi Ns pada FMNH"

ikut menyumbang muatan kepada sisi Csa{Gambar 4.11(c)}. Akibat penambahan O,
ini pada FMNH" maka dihasilkan molekul baru FMNHOO",
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Gambar 4.12 memperlihatkan penurunan energi potensial secara drastis terjadi pada
jarak R = 3 A ketika residu LysH mendekati atom Os. Tidak ada energi barrier untuk
reaksi Lys schingga reaksi bersifat spontan {Gambar 4.12(b)}. Akibat reaksi ini
adalah sebuah proton secara spontan bergerak dari LysH ke atom Op yang terikat pada
FMNOO™ pada R = 3 A. Pada sisi lain muatan total di Og bertambah {Gambar
4.12(c)}. Akibat reaksi ini terbentuk molekul baru FMNHOOH.

Gambar 4.13 memperlihatkan pengikatan atom terminal C dari RCOH dengan atom
Og dari molekul FMNHOOH dengan jarak R. Pada saat RCOH mendekati Op pada
jarak R=3,6 A maka kurva energi potensial bertambah secara cepat dan maksimum
pada energi potensial 0,9 eV {Gambar 4.13(b)}. Penambahan RCOH pada molekul
FMNHOOH menyebabkan sebuah proton ditransfer dari atom Op ke atom Op yang
ditandai penurunan muatan total di O {Gambar 4.13(c)}. Molekul baru yang
dihasilkan adalah FMNHOO-CHOH-R.

Gambar 4.14 memperlihatkan bahwa pelepasan molekul RCOOH dari FMNHOO-
CHOH-R menyebabkan penurunan energi potensial secara drastis pada jarak R = 1,7
A {Gambar 4.14(b)}. Tidak ada energi barrier yang terjadi akibat reaksi pelepasan ini
sehingga reaksi bersifat spontan. Akibat pelepasan molekul RCOOH pada molekul
FMNHOO-CHOH-R menyebabkan atom Op mendapatkan tambahan sebuah proton

pada jarak 1,7 A dan atom O, mendapatkan tambahan sebuah proton pada jarak R =

2,6 A {Gambar 4.14(c)}. Molekul baru yang dihasilkan adalah FMNHOH yang

diduga sebagai molekul dalam keadaan eksitasi.

Perubahan panjang ikatan dan muatan total dari enam bentuk flavin akibat reaksi
sesuai pers. 4.21 s.d 4.25 diperlihatkan pada Gambar 4.15. Berdasarkan Gambar
4.15(a) dapat disimpulkan bahwa panjang ikatan dari sisi C4-Cs, dan Cyy-Coa dari
flavin bertambah akibat interaksi dudukan aktif LUCIFERASE dengan substrat-
substratnya. Pertambahan panjang ikatan pada kedua sisi ini berhubungan dengan
peran sisi C4, sebagai penerima proton (protonisasi) dari dudukan aktif Lys melalui
molekul O,. Sebaliknya terjadi pemendekan panjang ikatan sisi No-Cio. dan N;-C)qa
yang berhubungan dengan peran sisi N; sebagai pemberi proton pada dudukan aktif

Asn. Sedangkan Gambar 4.13.(c) memperlihatkan bahwa muatan total pada sisi N,
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dari flavin cenderung berkurang dan muatan total pada sisi C4a cenderung bertambah

selama tahapan reaksi. Muatan total pada sisi yang lain dari flavin seperti Nyo, Ns,

O(C,) dan O(C,) cenderung konstan selama reaksi.
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Gambar 4.15 (a) Model struktur FMNH,, (b) perubahan panjang ikatan dan (c)
muatan total dari enam jenis flavin akibat reaksi sesuai pers. 4.21 s.d 4.25.

4.6 Profil Perbedaan Energi Potensial pada Reaksi LUCIFERASE

Untuk mendapatkan model mekanisme pemancaran cahaya pada LUCIFERASE,
digunakan model kurva reaksi yang dikembangkan dari Gambar IL5 seperti
diperlihatkan pada Gambar 4.14

w Keadaan Transisi

AE Kkal/mol)

Produk

Yy

Proses reaksi

Gambar 4.16 Kurva perbedaan energi potensial pada reaksi LUCIFERASE.

Suatu reaksi pada Gambar 4.16 dapat berlangsung bila molekul-molekul substrat
mengalami keadaan aktif dengan energi aktivasi E.. Contoh perhitungan energi
aktivasi E, setiap keadaan intermediat telah dibahas pada Bab 4.4. Dalam keadaan
demikian ikatan dalam molekul dapat terputus atau bersatu sehingga memungkinkan
terbentuknya produk. Keadaan molekul dimana substrat berada dalam keadaan aktif
disebut keadaan transisi. Sedangkan energi aktivasi diartikan sebagai jumlah energi
(dalam kalori) yang dibutuhkan oleh satu mol zat pada temperatur tertentu untuk
membawa semua molekul (dari satu mol zat) ke keadaan aktifnya. Keadaan transisi
memiliki energi bebas Gibbs, enthalpi dan energi potensial lebih tinggi dari keadaan
yang berdekatan yang terletak pada lintasan tersebut. Berdasarkan Gambar 4.16 dapat
dibuat profil energi potensial reaksi LUCIFERASE dengan terlebih dahulu
menghitung enthalpi pembentukan (AHy), substrat dan molekul baru yang terbentuk
akibat reaksi sesuai pers. (4.21) s.d (4.25). Secara kuantum, enthalpi pembentukan
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standar AH; suatu senyawa diperoleh berdasarkan jumiah semua interaksi yang terjadi
dalam molekul yaitu energi elektronik total (Eeiex), energi repulsif inti-inti (Enc),
energi yang diperlukan untuk mengionisasi elektron valensi dari atom-atom {Eig(A)}

dan panas atomisasi {Eaxon(A)}. Enthalpi pembentukan standar AH¢ dapat ditulis

AHf=Ee[ec vE +§Eiso[ (A)+§Eamm (A) (4.26)

dimana A adalah atom ke-a. Perubahan enthalpi dari setiap keadaan intermediat (KI)
dan energi barrier dari setiap keadaan transisi (KT) dirangkum pada Gambar 4.17.
Berdasarkan perubahan enthalpi pembentukan dan energi barrier aktivasi pada

Gambar 4.17 dapat dihitung energi yang tersimpan dalam setiap keadaan intermediat

yang dinyatakan dalam bentuk perubahan enthalpi reaksi AH sebagai berikut
AH:AHF(produk) - AHI’(rcaktan) (4-27)

Selanjutnya jumlah energi pada setiap KI yang digunakan untuk melakukan kerja

bioluciferase dapat dihitung berdasarkan perubahan energi bebas Gibbs AG sesuai

pers. 4.3 dimana AH pada persamaan tersebut dihitung dari pers. 4.27.

Diagram energi hasil perhitungan AH dan AG setiap KI dapat dilihat pada Gambar
4.18.
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Gambar 4.17 Mekanisme model reaksi LUCIFERASE , (a) FMNH; (AH; =-82,28
kkal/mol), (b) KT-1 (E, = 3,9 kkal/mol), ( ¢) KI-1 (AH; = - 84,86
kkal/mol), (d) KT-2 (E, = 18,5 kkal/mol), (¢) KI-2 (AH; = -87,120
kkal/mol), (f) KT-3 (E, =20 kkal/mol), (g) KI-3 (AH; =-97,50
kkal/mol), (h) KE atau IV* (E,= 0 kkal/mol, AH; = - 97,5 kkal/mol)
dan (i) FMN (AH;=-17,28 kkal/mol).
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Gambar 4.18. Diagram energi reaksi bioluciferase LUCIFERASE.
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Pembentukan keadaan eksitasi dapat dijelaskan berdasarkan Gambar 4.18 dimana
pada keadaan awal energi yang tersimpan dalam sistem adalah -65 kkal/mol dan
berasal dari substrat FMNH,. Pengkatan FMNH, dengan dudukan aktif
LUCIFERASE menyebabkan molekul mengalami keadaan aktifnya dengan energi
aktivasi E, = 3,9 kkal/mol dan kemudian terbentuk sebuah intermediat baru yang
disebut KI-1 dengan energi -67,6 kkal/mol. Oksidasi keadaan ini menyebabkan KI-1
mengalami keadaan aktifnya dengan energi aktivasi E, = 18,5 kkal/mol dan kemudian
terbentuk sebuah intermediat baru yang disebut KI-2 dengan energi -69,8 kkal/mol.
Penambahan substrat RCOH menyebabkan KI-2 mengalami lagi keadaan aktifnya
dengan energi aktivasi E, = 20 kkal/mol dan intermediat baru yang terbentuk disebut
KI-3 dengan energi -80,2 kkal/mol. KI-3 ini secara spontan meluruh melepaskan

RCOOH sehingga terbentuk keadaan eksitasi dengan energi -80,2 kkal/mol.

4.7 Analisa dan Diskusi

Mekanisme pembentukan keadaan eksitasi pada bakteri Photobacterium phosphoreum
sampai terjadi proses fotonik dapat dijelaskan sebagai berikut: reaksi dimulai dengan
mereduksi FMN menjadi substrat FMNH, dengan perubahan enthalpi adalah AH = -
65 kkal/mol. Tahap selanjutnya adalah deprotonisasi sisi N; dari FMNH; oleh Asn
membentuk KT-1 dengan energi aktivasi E, = 3,9 kkal/mol. Pengikatan FMNH, ke
Asn membentuk keadaan molekul sementara FMNH yang disebut KI-1 dengan
perubahan enthalpi adalah AH = -67, 6 kkal/mol. Selanjutnya pengikatan O, ke sisi
Cya dari FMNH; menyebabkan molekul kembali ke keadaan transisi dan keadaan ini
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disebut KT-2. Energi aktivasi dari KT-2 adalah E, = 18,5 kkal/mol. Pengikatan KI-1
ke O, menyebabkan perpindahan proton dari dudukan aktif LysH menuju sisi C4a
dari H-FMNOO™ membentuk FMNHOOH dan keadaan ini disebut KI-2. Perubahan
enthalpi KI-2 adalah AH = -69,8 kkal/mol. Tahap selanjutnya adalah pengikatan KI-2
ke substrat aldehid (RCOH) menghasitkan KT-3 dengan energi aktivasi E, = 20
kkal/mol. Interaksi KT-3 dengan RCOH menghasilkan molekul baru FMNHOO-
CHOH-R yang disebut KI-3. Perubahan enthalpi KI-3 adalah AH = -80,2
kkal/mol. Peluruhan KI-3 dari RCOOH membentuk FMNHOH sebagat KE dengan
perubahan enthalpi adalah AH = -80,2 kkal/mol. Karakteristik energi aktivasi untuk
setiap tahapan reaksi terangkum pada Tabel 4.3.

Tabel 4.3 Karakteristik Energi Aktivasi untuk Setiap Tahapan Reaksi
pada Pers. 4.21 s.d 4.25

Model Reaksi | Energi Aktivasi | Jarak Transfer Arah Transfer Proton
Ex(eV) Proton, Ry, (A)

Pers. 4.21 0,17 2,4 Dari sisi N; ke Asn

Pers. 4.22 0,8 2,0 Dari Oa ke Caa

Pers. 4.23 spontan 30 Dari Lys ke Og

Pes 424 | 09 | 20  |DaiOpkeOx

Pers. 4,25 | spontan ? 1,7 Dari RCOOH ke O,

Untuk menvalidasi model fotonik dari reaksi bioluciferase pada bakteri
Photobacterium phosphoreum berdasarkan pembentukan keadaan eksitasi, hasilnya
dicocokan dengan hasil karakteristik keadaan fisis pemancaran cahaya yang dihitung
dengan memakai pers. 4.2 dengan data input karakteristik fisis cahaya yang telah
didapatkan pada Bab 14. Pencocokan energi bebas Gibss antara pembentukan

keadaan eksitasi dengan keadaan fisis pemancaran cahaya terangkum dalam Tabel
44,

Tabel 4.4 Hasil Perhitungan Energi Bebas Gibss untuk Pembentukan Keadaan
Eksitasi Dan Keadaan Fisis Pemancaran Cahaya

No Ea AH AHoral ASiotal AGritung | AGamat KR
(kkal/ | (kkal/ | (AH +Ea-RT)| (eu) (kkal/ (kkal/
mol) | mol) | (kkal/mol) mol) mol)
KT-1 3,90 65,0 -68,3 -57,0 | -85,28 - -
KT-2 185 | -676 -86,1 -8,3 -83,02 | -77,862 | 6%
KT-3 200 | -69.8 -89.8 -33 -8822 | 81422 | 8%
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[KE | 000 | 802 | -802 | -704 | -5922 | -55228 [ 7% |

Keterangan : KT = keadaan transisi, KE = keadaan eksitasi, KR=kesalahan relatif

Dari Tabel 4.4 dapat disimpulkan bahwa nilai perubahan energi bebas Gibbs
pembentukan keadaan eksitasi yang diperoleh secara komputasi mendekati nilai
perubahan energi bebas Gibss yang diperoleh secara eksperimen berdasarkan analisis

karakteristik fisis pemancaran cahaya.

Pada sisi lain, prediksi dudukan aktif dari reaksi LUCIFERASE menggunakan metode
MNDO-PM3 menyimpulkan bahwa residu asam amino Asn dan Lys berfungsi
sebagai dudukan aktif. Preparasi senyawa aktif pada Bab Il menunjukkan bahwa
LUCIFERASE terdiri dari dua subunit yaitu oo dan B sedangkan sisi pengikatan
LUCIFERASE hanya pada salah satu subunit o atau . Untuk mengetahui pada
subunit mana dudukan aktif tersebut berada maka telah dilakukan pula prediksi
dudukan aktif dengan metode Mekanika Molekul (MM). Model awal yang digunakan
adalah struktur luciferase dari bakteri lain yang terdapat pada Bank Data Protein.
Hasil prediksi dudukan aktif dengan metoda MM menggunakan luciferase dari bakteri
lain yang karakteristik fisisnya mendekati LUCIFERASE menunjukkan bahwa
dudukan aktif Asn dan Lys terletak pada subunit «. Detail dan hasil perhitungan
prediksi dudukan aktif dengan metode MM dapat dilihat pada Lampiran 1.

Untuk melengkapi hasil ini juga telah digunakan metoda dinamika molekul (DM)
dengan mengasumsikan bahwa perubahan konformasi akibat pengikatan subtrat-
substrat FMNHj,, O,, dan RCOH pada dudukan aktif LUCIFERASE yaitu Asn dan
Lys akan mengubah panjang ikatan atom-atom sehingga akan mengubah energi
potensialnya. Metode dinamika molekul adalah sebuah metode yang bertujuan untuk
mengeksplorasi keadaan molekul dan konformasi pengikatan subtrat-substrat pada
senyawa-senyawa aktif seperti protein atau enzim berdasarkan penambahan atau

pengurangan energi kinetik terhadap pertambahan atau pengurangan temperatur
(Rathore, 2002).

Hasil perhitungan dengan metoda DM mendapatkan perubahan energi potensial
terhadap waktu untuk setiap keadaaan pada reaksi LUCIFERASE sebagai berikut:

Energi potensial terhadap waktu pembentukan substrat FMNH, adalah 30 kkal/mol,
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KT-1 adalah 58 kkal/mol, KI-1 adalah 44 kkal/mol, KT-2 adalah 56 kkal/mol, Ki-2
adalah 41 kkal/mol, KT-3 adalah 55 kkal/mol, KI-3 adalah 43 kkal/mol, KT-4 adalah
46 kkal/mol, dan pembentukan produk FMN adalah 40 kkal/mol. Energi potensial
setiap keadaan reaksi LUCIFERASE hasil simulasi DM memperlihatkan hasil pola
yang konsisten dengan metode MNDO-PM3.

Beberapa aspek dinamika molekul yang dapat dijelaskan adalah setiap interaksi
substrat-substrat FMNH;, O, dan RCOH dengan dudukan aktif LUCIFERASE yaitu
Asn dan Lys diikuti dengan perubahan konformasi (geometri) sehingga mengubah
panjang ikatan susunan atom-atom yang selanjutnya menyebabkan perubahan energi
potensial terhadap waktu. Perubahan konformasi ini dapat diinterpretast bahwa
selama reaksi, atom-atom berinteraksi satu sama lain sehingga gaya aksi akan
mengubah posisi atom-atom terhadap yang lainnya sehingga akan mengubah struktur
geometrinya. Bukti perubahan konformasi dari luciferase selama reaksi bioluciferase

juga dilaporkan oleh Li dan Meighen (1994).
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