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Pemanfaatan feliomelia brolumrnise~~si'~da~'i hukleri Phoiohuc/erium pho.vphoreum 

sarigat menarik i rnt i~k dika.ji. Proses periiaricaran cahaya melibatkan senyawa bioaktif 

yang disebut luciferase dan disingkat dengati LB PP. Salali satu peman faatannya adalah 

sebagai bahan sensor untuk mendeteksi kebel-adaan senyawa beracun di alani. Meskipun 

peneliti telah ~nelakukan kajian eksperirnen terhadap perilaku perubahan intensitas 
1 

caliaya dari bakteri akibat keberadaan senyawa beracun, namun kenapa dan bagairnana 

senyawa tersebirt dapat mempengar~rhi system bioluminisensi. sampai seltaralig belum 

diketaliui. Penelitian ini bertu~juan i r ~ i t i ~ l t  memperoleli sebuah model mekanisme senyawa 

beracun .dalam menipengarulii system biol~rniinisensi dari bakteri. Untirk rnencapai 

t~!juan penelitial! tersebut dilaltultan lta-jian teoritik berupa simulasi dan pernodelan 

menggunakan Software Cliem3D versi 2.0 yatig berfirngsi untirlt mendapatkan parameter 

geornetris dari senyawa dan software DMKGIMOPAC yang berfi~rigsi untuk 

mendapatkan energi potensial dan atom donor dan akseptor-. Hasil yang diperoleh berupa 

niodel peritbalian kur-va energi potensial dan muatan setelah mengiltat senyawa beracun 

dengan jenis kation yang berbeda-beda. Model .ini digunaltan sebagai dasar 

~iiengidentifikasi senyawa beracun nienggunakan fenornena bioluminisensi dari bakteri. 

Hasil permodelan mempel-lihatkan bahwa yang ~~iemperigarulii distribusi kerapatali 

elelttron system bioluminisensi adalali kation dari senyawa beracun. Maltin besar berat 

Iiatioii senyawa bei-acun riialia altar1 meriyebabltall illakin besarnya penLrrLrnan intellsitas 

biolumiliisensi bakteri. 
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Gambar 1 

Gam bar 3 

Cam bar 4 

Gani bar 5 

Gambar 6 
Cam bar 7 

Gam bar 8 
Cambar 9 

Bakteri luminisensi yang bersimt6iosa pada cumi-cumi (a) balderi 
menenipati sepasang organ cal~aya dari curni, (b) posisi organ 
cahaya pada kantung tinta cumi-cumi, (c) balcteri dalam kantung 
organ cahaya cumi-cumi dan (d) s t r i~kt i~r  set bakteri yang terdiri dari 
~nateri  D N A  dan polihidrol<siburat (phb) (PI-inggenis, 2003). 

Profil absorbansi dan aktivitas htisil pemurnian LBPP memakai 
kolom krornatografi gel tiltrasi Sephadex G 100 dan (b) hasil 
elektroforesis dari protein standar dan beberapa ~ i o ~ i i o r  fi-aksi. 

Diagram energi reaksi bioluminisensi LBPP (Ratnawulan dkk, 
2006(a) 
Spektrum pernancaran cahaya da1.i I-eaksi LBPP setelali diilijeksi 
dengan logam berat. Intensitas lnaksimum terjadi pada h = 5 16 nni 
i~n tuk  setiap jenis logaln berat. 
Korelasi koetisien inhibisi dengan enel-gi bebas Gibbs dan berat 
atom logani berat 
Metode D M K G  
Skema energi yang berpola up, c/oiilr? dan burrier berdasarkan 
kriteria Sugimoto dkk. (1999). Tanda panall rnerii~~ijukkan 
perubahan jarak antara dua niolel<ul yang sating niendekati satu 
sama lain 
Jarak tegak lurus antara dua moleltul R 
Model interaksi As11 dan FMNH,? (b) kurva perbedaan energi 
potensial dan (c) niuatan total irrit~~I< r-eaksi penambahan proton 
sesuai pers. V.21 terhadap jaralc molel~ul R. Tanda panah pada 
gambar menulijukkan arali pergeralcan niolekul Asn nienu.ju sisi N I  
dari FMNH?. 

Gambar I 0  (a) Model interaksi Oz dari FMNI-1' (b) Kurva perbedaan energi 19 
potensial dan (c) muatan total untult reaksi penambalian molekul 0, 
sesi~ai pers. V.22 terhadap jaral< moleltul R. Tanda panali pada 
ganibar meni~rijukltan arali pergerakari atom OA menuju sisi C4, dari 
FMN H-. 

Gambar I I (a) Model interaksi Lys dan FMNHOO-, (b) Kurva perbedaan energi 21 
potensial dan (c) muatan total untul< real<si pengikatan Lys sesuai 

I pers. V.23 terhadap jaralc molekul R Tanda panah pada gambar 
lnenunjukkan arah p&gerakan molel<ul L~S-1-1' menuju atom OH 
pada FMNHOO-. 

Gambar 12 (a) Model interaksi aldeliid dan FMNHOOI-I, (b) kurva perbedaan 22 
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energi potensial dan , (c) muatan total untu k reaksi penarnbahan 
aldehid sesuai pers. V.24 terhadap jarak molekul R. Tanda panah 

- pada gambar menun-jukkan arah pergerakan molekul Aldeliid 
~nenuju atom OB pada FMNHOOH 

Gambar 13 (a) Model interaksi RCOOH dan FMNHOO-CHOH-R, (b) Kurva 23 
perbedaan energi potensial dan (c) muatan total akibat pelepasan 
RCOOH dari FMN HOO-CHOH-R sesitai pers. V.25 sebagai fungsi 
jarak R. Tanda panah pada gambar menun.jukkan arah pergerakan 
molekul RCOOH me~?jauhi sisi OA pada FMNHOO-CHOH-R . 

Gambar 14 Model interaltsi senyawa beracun Mangar1 Suffate pada keadaan 24 
eksitasi sistem bioli~minisensi bakteri 

I Gambar 15 Model interaksi senyawa beraciin Cobalt sulfate pada keadaan 25 
I eksitasi sistem bioluminisensi bakteri 
I Gambar 16 Model interaksi senyawa beracun Tembaga s~rlfate pada keadaan 26 

eksitasi sistem bioluminisensi bakteri 
Gambar.17 Model interaksi senyawa beracun cadmium s i~ l fa te  pada keadaan 26 

eksitasi sistem bioluminisensi bakteri 
Gambar 18 Kurva perbedaan energi potensial pada reaksi LBPP 27 
Gambar 19 - - . -. - . Mekanisme - - . . . . - -. - model . . . - . . -. . reaksi . , - . . -. - - . . LBPP ,_-(a_). -F'lNI:I2-.(AH, ,yT81,,2Q 29 

kkal/niol), (b) K T - I  (E, = 3.9 kkalltiiol). ( c) K I - I  (AHI.  = - 84.86 
kkal/mol). (d) KT-2 (E, = 18,5 kkallniol). (e) KI-2 (AH,. = -87,120 
kkal/rnol), (f) KT-3 (E, =20 kl<al/mol), (g) KI-3 (AH, =-97,50 
kl<allmol), (h) KE atau I V *  (E,= 0 kkallmol, AHr = - 97,5 kltal/mol) 
dan (i) FMN (AHr=-] 7.28 kkallmol). 
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DAFTAR L'AMPIRAN 

Hal 
Lampiran I Contoh perhitungan ener-gi' reaksi hioluminisensi yang 3 j 

terkontaminasi logam berat mangan sulfate 
! Lampir-an 2 Makalah pitblikasi 1 3 8 
I Lampiran 3 Makalah Publikasi 2 4 2 

Lampiran 3 Makalah Pilblikasi 3 5 0 



1. I'ENDAHUL~CIAN. 

Dunia perindustrian berkembang sangat cepat. Hasil negatif yang ditinggalkan 

adalah produk maupun limbah yang dapat menten~ari lingkungan yang berbahaya bagi 
..I . 

kehidupan manusia. Salah satu bentuk cemaran ialah limbah industri yang mengandung 

senyawa beracun seperti : arsenik, mercuri, phenol, cobalt dsb. 

Untuk mendeteksi keberadaan senyawa beracun di lingkungan kita (air, udara dan 

makanan) biasanya memerlukan indikator organisme seperti tikus, kelinci maupun ikan. 

Tes ini biasanya kompleks, mahal dan memerlukan keahlian perorangan untuk 

melaksanakannya. Sebagai contoh, diperlukan analisa tambahan untuk menentukan apakah 

binatang tersebut mati akibat senyawa beracun atau akibat lainnya. Kemudian tes pada 
il 

binatang memerlukan waktu berhari-hari untuk memantau kondisinya. Oleh sebab itu 

upaya untuk menemukan indikator baru yang bisa digunakan mendeteksi keberadaan 

senyawa di lingkungan dengan cara cepat, sederhana dan biaya rendah, perlu dilakukan. 

Salah satu alternatif untuk mengatasi masalah tersebut adalah menggunakan senyawa 

bioaktif dari organisme bakteri dimana responnya yang sangat cepat, populasi bakterinya 
I 
/ yang besar dan biaya yang rendah (Kudryasheva, dkk, 1994). • 

I Dari sejumlah besar bakteri yang terdapat di alam, bakteri yang memancarltai~ 

cahaya (bakteri luminesen) dapat dipilih sebagai indikator keberadaan senyawa beracun 

dilingkungan. Hal ini disebabkan produk cahaya yang dihasilkan bakteri merupakan 

proses fisika yang berkiiitan erat dengan elektron yang berada dalarn keadaan tereksitasi 

, dan kembali kekeadaan dasarnya. Proses ini mudah diukur dan diamati berdasarkan 

perubahan intensitas cahaya yang dipancarkan. 

I Usaha untuk mendapatkan senyawa bioaktif dari bakteri luminisellsi dinlungkinkan 

1 kareria bakteri tersebut banyak terdapat di perairan Indonesia. Dari hasil penelitian 
I 
I 

Pringgenies, dkk (2001) diketahui bahwa cumi-cumi jenis Laligo duvaucelli yang ada di 

I perairan Indonesia dapat memancarkan cahaya (bioluminisensi) akibat adanya hubungan 

' sirnbiosa antara cumi-cumi dengan bakteri Photobacterium phosphoreum yang hidup 

didalamnya. Tidak kalah penting adalah bakteri Photobacterium Phosphoreum merupakan 

jenis bakteri yang memancarkan cahaya paling terang dari semua bakteri luminesen dan 

1 cahaya yang dipancarkan ini berada pada daerah sinar tampak sehingga memungkinkan 

dapat terlihat dengan kasat mata (Madden and Lidesten, 200 1). 

Peneliti utama telah melaporkan penyebab dan mekanisme bioluminisensi dari 

bakteri Photobacterium phosphoreum ini (Ratnawulan, dkk, 2005 & 2006a). Hasil 



penelitian berupa model n~ekanisme nanofabrikasi fotonik alamiah, akan menjadi dasar r 
untuk aplikasi fenomena bioluminisensi sebagai biosensor monitoring lingkungan 

terhadap limbah atau produk industri ., yang .. befbahaya. Hasil penelitian pendahuluan 

rnenunjukkan adanya penurunan int ikshs biolpminisensi bakteri ketika ditambahkan 

beberapa jenis senyawa toksin (Ratnawulan, dkk, 2006b). Penurunan intensitas 

bio~umillisensi setelah rnengikat senyawa toksin mengarahkan kesimpulan tentang 

kemampuan bakteri Photobacterium phosphoreum lokal sebagai bahan biosensor. 

! Selanjutnya Ratnawulan, dkk (2008) telah melakirkan kajian eksperimental tentang 
I 

perubahan perilaku intensitas cahaya dari bakteri akibat kehadiran logarn berat. Meskipun dari hasil 

petielitian tersebut telah diperoleh perilaku penurunan intensitas bioluminisensi aki bat kehadiran 

I senyawa beracun, tetapi kenapa dan bagaimana mekanismt senyawa beracun mempengaruhi sisteln 

bioluminisensi belum bisa dijelaskan secara utuh. Hal ini disebabkan karena proses transfer 
I elektron atau proton antara molekul senyawa ber.acun dengan substrat dari LBPP untuk merubah 

keadaan eksitasi belurn bisa dijelaskan. Wada,et.a1:,(1999) mengungkapkan bahwa proses transfer 

elektron atau proton adalali ku~ici untuk mengungkapkan terbentuknya keadaan eksitasi pada 

reaksi bioluminisensi. Disamping itu, karena rnassa elektron atau proton yang terlibat dala~n reaksi 

relatif kecil, efek kuanturn seperti terobosan "~unneling" dan pemutusan ikatan, singat sukar 

diobservasi didala~n eksperimen dan model dinamika rnolekul klasik konvensional tidak dapat 

melukiskan efek in i  secara benar. Untuk ~nengatasi masalah tersebut, niaka diusulkan ~netode 

Dinamika Molekular Klasik Quantum (DMKQ) dari Ba,a ef.al , (1996) yang rnerupakan ~netode 

gabungan antara metode Dinamika Molekul (DM) Klasik dan Dinarnika Quantum (DQ). Metode 

DMKQ ini sebelumnya telah sukses digunakan untuk menjelaskan transfer proton atau elektron 

1 pada reaksi enzi~n hidrolisis phospholipid (PLA); Dalam metode DMKQ, dinamika sebuah elektron 

1 atau padit sisi aktif LBPP dilukiskan dengan persamaan Schrodinger bergantung waktu 

1 (DQ). dan dinarnika dari atom-atom yang lain yang melingkupi sisi aktif disimulasikan 

menggunakan dinamika kuantum klasik(DK). Penggunaan rnetoda DQ dan DK secara sirnultan 

diharapka~i dapat nienjelaskan dinamika kuanturn dari elektron atau proton dari senyawa beracun 
I 

/mempengaruhi sistem bioluminisensi bakteri Photobacteriumphosphoreum. 
I Dari hasil penelusuran pustaka, sampai saat ini belum ada literatur yang 
I 

menerbitkan hasil-hasil penelitian yang mengkaji proses transfer elektron atau proton dari 

senyawa beacun ke sistem sistem bakteri lurninisensi khususnya Photobacterium 

ahosphorium. Oleh sebab itu kajian tentang mekanisme senyawa beracun mempengaruhi 

sisteni bioluminisensi adalah penting dilakukan. Hal ini diperlukan sebagai landasan ilmiah 

ilalain mendesain dan menginterpretasikan hasil biotest bioluminisensi sebagai alat 

nonitoring lingkungan dari kehadiran senyawa beracun. 



Ruang lingkup penelitian adalah mendapatkan sebuah model rnekanisme senyawa 

beracun mempengaruhi system bioluminisensi dari bakteri Phofobacteriurn phosphoreum. 

penelitian dibatasi pada pemodelai~ transfer elek~ron atau proton dari senyawa beracun ke 

system bioluminisensi dari bakteri. ;, ;* ? 

Asumsi utama yang digunakan dalam benelitian ini adalah reaksi biolurninisensi 

pads bakteri Photobactel-ium phosphoreun? merupakan reaksi reduksi-oksidasi yang 
.L z 

menyebabkan sebuah substrat memberikan elektron pada substrat yang lain yang dikatalis 

oleh LBPP. Perpindahan elektron dari sebuah senyawa beracun ke substrat menyebabkan 
I 

1 terjadinya peningkatan energi pada substrat yang mendapat tambahan elektron tersebut 

! untuk menghasilkan keadaan eksitasi yang tidak stabil sehingga meluruh kembali 

) kekonfigurasi keadaan dasar sambil memancarkan cahaya tampak. Transfer proton atau 
I 
i elektron tersebut akan menyebabkan perubahan bentuk kurva permukaan dari energi 

I potensial sehingga dapat dihitung dan disimulasikan dengan metoda DMKQ. 
, Penelitian ini merupakan terobosan baru dalam bidang fisika bioluminisensi di 
I 

I Indonesia sehingga penelitian ini .dapat menjadi jembatan bagi kerjasama antar peneliti 

1 dalam berbagai bidang ilmu seperti biofisika, biokimia, bakteriologi dan kelautan. 
I 

I Penelitian ini penting dilakukan, mengingat sudah banyak informasi ilmiah yang 

l tersedia dari fenomena bioluminisensi bakteri luminisensi lokal ini, seperti: penyebab, 

karakteristik dan mekanisme bioluminisensi bakteri (Ratnawulan, dkk, 2005, 2006a, 

2006b). Masalahnya sekarang adalah bagaimana nlemanfaatkan fenomena bioluminisensi 

ini untuk kepentingan berbagai aplikasi, khususnya sebagai biosensor lingkungan untuk 

memonitor senyawa beracun di alam. 

i 
Dalam penelitian ini masalah yang akan diselesaikan adalah bagaimana 

(nendapatkan model rnekanisme senyawa beracun rnernpengaruhi sistern bioluminisensi 

khususnya transfer elektron atau proton .pads pembentukan keadaan eksitasi akibat 

cehadiran senyawa beracun pada sistem bioluminisensi pada bakteri Photobacterium , 

rhosphoreurn. 

1. Tujuan Penelitian 

I Tujuan dari penelitian ini adalah diperoleh sebuah model mekanisme senyawa 

eracun mempengaruhi sistem bioluminisensi dari bakteri Photobacterium phosphoreunz 



yang diisolasi dari cumi-cumi laut Indonesia khususnya model transfer elektron atau 

proton dari senyawa beracun ke substrat untuk mempengaruhi keadaan eksitasi. 

c. Hipotesis .. . 
4 

Pada penelitian ini hipotesis yang akan diuji adalah hipotesis yang diusulkan oleh 

Ratnawulan, dkk (2008) bahwa jumlah kation senyawa .!; beracun berpengaruh pada terhadap 

distribusi kerapatan elektron sistem bioluminisensi. Makin besar berat kation senyawa 

beracun menyebabkan AG makin kecil yang mengakibatkan makin besarnya 
1 
/ inhibisi/penurunan intensitas bioluminisensi bakteri: 

1 11. TINJAUAN YUSTAKA 
1 

Fenomena bioluminisensi pada organisme hidup telah menjadi objek perhatian 

zaman dahulu kala. Ketika Cristopher Columbus menyeberangi laut Atlantik, ia 

cahaya luminisensi misterius di sekitar kapalnya. Saat itu, dijelaskan bahwa 

luminisensi yang ditemukan di laut dihubungkan dengan monster atau misteri lain yang 

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

! Usaha serius pertama iimuwan untuk menyelidiki asal muasal luminisensi pada 

\rganisme dimulai pada . pei-tengahan . tahun 1600 Masehi. Saat itu Boyle menguji pengaruh 

bksigen pada luminisensi yang teramati pada daging y ~ g  sudah mati. (Harvey, 1952 

likutip dari Kruse dan .Boyle, 2000). Pada tahun 1830, ilmuwan Jerman, G.A. Michaelis, 

nenemukan bahwa luminisensi dari daging yang sudah rnati disebabkan oleh sesuatu yang 

idup (Harvey, 1920 diiutip dari Biron, 2003). Penemuan G.A. Michaelis ini merupakan 

tik awal para peneliti untuk mengobservasi luminisensi pada makluk hidup. Saat ini, 

ioluminisensi telah diobservasi pada ribuan spesies meliputi kunang-kunang, jamur, 

.natang laut dan bakteri. 

Salah satu spesies yang menarik perhatian adalah bakteri luminisensi. Bakteri 

inisensi mayoritas ditemukan di alam dalam bentuk simbiosis dengan makluk hidup 

ng lain seperti ikan, cumi dan ada juga yang mampu hidup bebas di alarn (Meyer- 

\chow, 2001). Holt dkk. (1994) mengungkapkan bahwa bakteri luminisensi dapat 

:elompokkan atas tiga genus: pertama Photobacterium, kedua Vibrio, dan ketiga 

iotorlzabdus. Genus yang ada pada lingkungan laut dikelompokkan sebagai 



photobacterium dan Vibrio. Genus Photobacteriurn kebanyakan bersirnbiosa pada organ 

cahaya dari binatang laut sedangkan genus Vibrio selain ada dalam keadaaan bersimbiosa 

juga ditemukan dalam keadaan hdup bebas di ddlam laut. Sedangkan genus Photorhabdus 
,'.? . 

hidup bebas di lingkungan darat. .' ' 1 

1 a. Isolasi Bakteri Luminisensi PIzoiobncierictnt plzospl~oreum dari Cumi LolIigo 
I , duvaucelli Laut Indonesia 

.f 

I 

I Pringgenis, dkk, (2001) menemukan kehadiran bakteri Photobacterium 

I phosphoreum pada cumi-cumi jenis Loligo duvauceli di laut Indonesia. Populasi cumi- 

cumi ini dominan di laut Indonesia dan termasuk dalam cumi-cumi ekonomis penting. 
I 

Bakteri Photobacterium phosphoreum terdapat pada sepasang organ cahaya yang 

menempel pada bagian dorso-lateral kantung tinta seperti diperlihatkan pada Gambar 1 (a). 

I Posisi organ cahaya di bagian dorsal kantung tinta cumi mudah diketahui karena berwarna 

' kontras yaitu'putih dengan panjang 2 s.d 5 mrn seperti diperlihatkan pada Gambarl(b). 

Didalam organ cahaya terdapat kantung organ cahaya yang berisi penuh dengan koloni 

bakteri seperti diperlihatkan pada Gambar 1 (c). Sel bakteri tampak berbentuk batang atau 

silinder dan tidak mempunyai rambut getar atau flagella. Ukuran bakteri adalah 0,9 pm x 

1 
3,2 pm. Permukaan sel bakteri mengandung suatu lapisan kapsula dan didalam sel terdapat 

1 satu atau lebih butiran phb (polihidroksiburat) serta DNA seperti yang diperlihatkan pada 
I 1 Gambar l(d). Keberadaan kapsula pada bakteri Phatobacterium phosphoreum ini 

(merupakan karakteristik khas yang dimiliki oleh strain tropis yang berbeda dari jenis . 
( Photobacteri,urn phosphoreum yang pemah dilaporkan. 



Ganlbar 1 Bakteri lun~inisensi yang bersimbiosa pada cumi-cumi (a) bakteri menempati 
sepasang organ cahaya dari cumi, (b) posisi organ cahaya pada kantung 

I tinta cumi-cumi, (c) bakteri dalam kantung organ cahaya cumi-cumi dan (d) 
struktur sel bakteri yang terdiri'dari materi DNA dan polihidroksiburat 

I (phb) (Pringgenis, dkk, 200 1). 

Bakteri Phofobacterium phosphoreum mudah ditumbuhkan dalam laboratorium dengan 

cara mengeluarkan kantong tinta dari cumi kemudian organ cahaya dilepas dari kantong 

tinta dan dipisahkan dari lensanya. Leilsa kemudian dibelah dan digerus supaya bakteri , dapat dibiakkan pada media "agar miring". 

, b. Identifikasi dan Pemurnian Senyanra Aktif Penyebab Pemancaran cahaya pada 
I 

Bakteri P/zotobacteriunz phosp/zorerrnz 
. . 

Senyawa aktif penyebab pemancaran cahaya pada bakteri Photobacterium 

phosphoreurn yang diisolasi dari cumi laut Indonesia telah berhasil diisolasi dan 

dirnurnikan sampai 97% oleh Ratnawulan, dkk, (2005) dengan inetode DEAE Selulosa dan 

1 kromatografi gel filtrasi Sephadex G 100. Senyawa aktif tersebut dinamakan dengan 

I luciferase disingkat LBPP (Luciferase Bakteri Photobacterium phosphoreurn). LBPP 

1 terdiri dari dua subunit a dan subunit P dengan berat molekul masing-masing adalah 41 kD 

dan 38 kD (Gambar 2b). Aktivitas spesifik dari LBPP adalah 3 ,5~10 ' !quanta  1s.mg 

(Gambar 2a). 



I I I 
Gambar 2 (a) Profil absorbansi dan aktivitas hasil pemurnian LBPP memakai kolom 

kromatografi gel filtrasi Sephadex G 100 dan (b) hasil elektroforesis dari 
protein standar dan beberapa nomor fraksi. 

Tujuan pemurnian adalah untuk mendapatkan LBPP pada kemurnian tertentu sehingga 

1 dapat digunakan sebagai medium dalam rnengikat senyawa-senyawa toksin organik dan 

anorganik di alam. 

c. Karakterisasi Sifat Fisis Pemancaran Cahaya Reaksi Bioluminisensi Bakteri 

Plzotobacferium plzosphoreum 

Hasil analisis karakteristik fisis pemancaran cahaya dari reaksi bioluminisensi 

, bakteri Pl~otobacteriurn phosphoreum, menunjukkin bahwa panjang gelombang eksitasi 

dari intermediat I1 dan intermediat 111 adalah 366 nm dan 350 nrn sedangkan panjang 

gelornbang cahaya emisi adalah 5 16 nrn. Reaksi berlangsung pada kondisi optimum 

dimana pH adalah 7, temperatur adalah 25'C, konstanta peluruhan cahaya adalah 0,007/s, 

I quantum yield adalah 0,3 dan energi aktivasi reaksi adalah 19 kkallmol. Perubahan pH, 

I ternperatur, konsentrasi oksigen dan kontaminasi toksin organik dan anorganik tidak 
I 

1 rnenyebabkan pergeseran panjang gelombang emisi 516 nm tetapi hanya rnengubah 

intensitas cahaya (Ratnawulan, dkk, 2004). 

Dengan diketahuinya karakteristik fisis pemancaran cahaya dari reaksi 

(bioluminisensi bakteri Photobacterium phosphoreunl, maka setiap pengukuran kadar 

Itoksin organik dan anorganik dilakukan pada kondisi optimum ini. 



d. Karakterisasi Sifat Fisis Pembentukan Keadaan Eksitasi Reaksi Bioluminisensi 

Ba kteri Photobncterium pbosphoreum r( 

Hasil prediksi dudukan' aktffmenggunakan metoda MNDO-PM3 mendapatkan 

bahwa dan asparagin (Asn) dan lysin (Lys-H') pada LBPP adalah representasi residu- 

residu katalis yang terlibat dalam proses protgnasi dan deprotonasi dari subtrat FMNH2 

(Arif & Ratnawulan, 2006). Mekanisme pembentukan keadaan eksitasi pada bakteri 

I Photobacterium phosphoreun? diperoleh dari hasil analisis pengi katan dudultan akti f 

I LBPP dengan substrat-substratnya (Arif & Ratnawulan, 2006). Karakteristik energi 

aktivasi dan mutan reaksi LBPP memperlihatkan bahwa deprotonasi pada kedudukan NI 
1 

dari FMNHz oleh residu asam amino Asn untuk membentuk intermediat I mengalami 

1 energi aktivasi sebesar 3,9 kkallmol. Reaksi intermediat I dengan Oz rnembentuk 

I interrnediat I1 dengan energi aktivasi sebesar 18,5 kkallmol. Reaksi intermediat I1 dengan 

RCOH membentuk intermediat I11 dengan energi aktivasi sebesar 20 kkallmol. Pelepasan 

molekul RCOOH dari intermediat I11 membentuk intermediat IV* yang disebut dengan 

keadaan eksitasi. Hasil analisis pengukuran panjang gelombang cahaya secara eksperi~nen 

memberikan perubahan energi bebas Gibbs sebesar -55,228 kkal/mol. Sedailgkan hasil 

analisis karakteristik fisis pembentukan keadaan eksitasi memberikan perubahan energi 

bebas Gibbs sebesar -59,22 kkallmol (Gambar 3). Oleh karena kedua hasil analisis 

Ibersesuaian maka mekanisme yang diusulkan untuk pembentukan keadaan eksitasi sudah 

!memenuhi syarat energi bagi terjadinya reaksi bioluminisensi pada bakteri Photobacterium 

bhosphoreum. 

I 4 

I.'M N 

Gambar 3. Diagram energi reaksi bioluminisensi LBPP (Ratnawulan, dkk, 2006a). 



Model mekanisme bioluminisensi ini selanjutnya digunakan sebagai model awal 

mekanisme bioluminisensi bakteri sebelum diberisenyawa beracun. Model awal ini 

merupakan landasan dalam mempelajari perilaku perubahan intensitas bioluminisensi 
A 

setelah diberi senyawa senyawa beraoth ,., 

, 

4.2.5. Pcngarull Logam Berat Terhadap Intensitas Cahaya dari LBPP 

Penelitian ini dilatar belakangi oleh adanya perubahan intensitas bioluminisensi 

bakteri Photobacterium phosphoreum ketika ditambahkan beberapa jenis logam berat, 

seperti yang telah dilaporkan oleh Papilaya, dkk., (2004) dan Ratnawulan, dkk, (2006b). 

Hasil pengukuran spektrum pemancaran cahaya dari LBPP setelah diinjeksi dengan logam 
I berat dapat dilihat pada Gambar 4. 

- 4 

/ Gambar4. Spektrum pemancaran cahaya dari reaksi LBPP setelah diinjeksi dengan logam 
berat. Intensitas maksimum terjadi pada 3, = 516 nm untuk setiap jenis logarn 
berat. 

Gambar 4 memperlihatkan bahwa kehadiran toksin logam berat tidak 

mempengaruhi panjang gelombang pada intensitas pemancaran maksimum. Intensitas 

pemancaran maksimum terjadi pada panjang gelombang 5 16 nm. Kehadiran timah 

menyebabkan intensitas cahaya turun lebih besar dibandingkan dengan tembaga, kobalt 

dan rnangan untuk konsentrasi 3 mg/l. Walaupun hasil ini mengarahkan kesimpulan 

tentang sensitifitas reaksi LBPP terhadap senyawa beracun. 

Dari hasil kajian eksperimen yang dilakulcan oleh Ratnawulan, dkk (2008) 

menunjukkan karakteristik Inhibisi dan Aktivasi dari senyawa beracun pada sistem 

bioluminisensi bakteri Photobacteriumphosphoreurn diperlihatkan pada Gambar 5 berikut. 



1 Gambar 5 .  Korelasi koefisien inhibisi dengan energi bebas Gibbs dan berat atom logam 
I 
I Berat 

I 
Pola pada Gambar 5 dapat digunakan untuk menjelaskan pengaruh kation pada proses 1 transfer elektron dan sistem biolurninisensi. Kation dapat berartisipasi dalrn distribusi 

kembali kerapatan elektron dalm reaksi kimia dan dalam pembentukan keadaan eksitasi 

elektron. Pola ini menjelaskan bahwa aktivasi bioluminesensi diobservasi dalam kehadiran 

1 logam berat dengan nilai AG'.(~) yang lebih tinggi, yang memperlihatkan kemungkinan 

I paling rendah dari penggantan elektron dengan kation. Inhibisi bioluminisensi diobservasi 

' dalam kehadiran logam berat AGO (e) yang lebih rendah. 

Untuk menjelaskan kenapa dan mengapa senyawa beracun tersebut dapat 
I 

mempengaruhi sistem biolurninisensi, maka diperlukan kajian teoritik yang melibatkan 

transfer elektron atau proton dari senyawa beracun ke sistem bioluminisensi tersebut. 

d. Studi Lanjutan yang Akan Dilaksanakan 

Berdasarkan hasil-hasil yang telah dicapai, maka penelitian lanjutan yang akan 

i dilaksanakan adaI.ah mengkaji secara teoritik hasil eksperimental dari Ratnawulan, dkk 

(2008) sehingga diperoleh sebuah model tentang mekanisme senyawa beracun 

; mempengaruhi sistem bioluminisensi dari bakteri. Model ini digunakan urztuk merancalzg 



sebuah metode monitoring polutan berbahaya di alam rnenggunakan senyawa aktif bakteri 

Photobacterium phosphoreurn. 
I 

I 
A 

I 9' .. 
I 111. DESAIN DAN METODE' PENELITIAN 

I 
1 

Desain yang digunakan dalam penelitian ini adalah eksperiinen semu. Eksperimen 

semu digunakan untuk menguji hipotesis yaitu "makin besar bel-at kation senyawa beracun 
.! 2 

menyebabkan AG makin kecil yang mengakibatkan makin besarnya inhibisi intensitas 

bioluminisensi bakteri". 

Eksperimen semu diimplementasikan rnenggunakan simulasi komputer. 

Keunggulan dari rancangan eksperimen semu ini adalah data-data penelitian dapat dibuat 

secara sintetik sehingga akan mengeliminasi jmasalah biaya dan waktu. Kekurangan 

metode ini adalah adanya sifat ambiquitas yaitu jenis residu yang berbeda dapat 

menghasilkan respon energi potensial yang sama. Hal ini akan diatasi dengan melakukan 

pengujian secara berulang-ulang dan melakukan verifikasi terhadap metoda sejenis. 

Masalah akan diselesaikan dengan melakukan pemodelan mekanisme 

bioluminisensi dari bakteri Photobacterium phosphoreum khususnya pemodelan proses 

transfer elektron atau proton dari senyawa beracun ke substrat yang membentuk keadaan 

eksitasi. Data input yang akan digunakan adalah parameter-parameter geometri dari LBPP 

sebelum dan setelah mengikat senyawa beracun. Senyawa beracun yang dipakai adalah 

disesuaikan dengan senyawa beracun yang digunakan dalam kajian eksperimental 

Ratnawulan, dkk (2008) yaitu : senyawa mercury, besi, cobalt, seng dan cadmium. 

Kemudian dengan bantuan metoda DMKQ akan dianalisis hubungan antara perubahan 

bentuk kurva permukaan energi potensial terhadap jarak antar atom pada sisi aktif LBPP 

dan perubahan jarak antar atom terhadap perubahan muatan. Proses transfer elektron atau 

proton ditandai dengan perubahan bentuk kurva permukaan energi potensial3D. 

Struktur LBPP sebelum dan sesudah mengikat senyawa beracun dibagi kedalam 

dua daerah yaitu daerah yang dikenal dengan daerah klasik dan mengandung atom-otom 

diluar sisi 'aktif dan daerah yang dikenal sebagai daerah kuantum adalah ekivaien dengan 

sisi aktif dan terdiri dari fragmen-fragmen molekul yang secara langsung terlibat dalam 

reaksi LBPP. Dalam model ini, dinamika sebuah proton didalam sisi aktif dari LBPP 

dilukiskan dengan persamaan Schrodinger bergantung waktu, dan dinamika dari atom- 

atom yang lain diluar sisi aktif disimulasikan menggunakan dinamika kuantum klasik 

(Gam bar 6). 



Potensial DMQ untuk dgerah 
pusat aktif ! 

:, 

Potensial DMK untuk . '  

lingkungannya 

Batas- batas 

Gambar 6. Metode DMKQ 

IV. M A N F A A T  PENEL,I'I'IAN 

Hasil penelitian ini akan nlemberikan konstribusi terhadap khazanah ilmu 

pengetahuan dasar berupa landasan ilmiah' orisinilitas tinggi dalam menginterpretasikan 

hasil biotest bioluminisensi sebagai alat monitoring senyawa beracun di alam. Kajian teori 

ini penting untuk menjadi landasan dalam mendesain dan~menginterpretasikan hasil biotest 

bioluminisensi sebagai alat monitoring senyawa beracun di alam. Selain itu penelitian ini 

/ merupakan terobosan barn dalarn studi bioluminisensi bakteri Photobacterium 

Phosphoreum khususnya sifat-sifat dasar fisika bioluminisensi. 

Bila perilaku dasar fisika dari bakteri Photobacterium phosphoreurn setelah diberi 

senyawa beracun dapat diketahui maka hasil penelitian ini diharapkan akan melahirkan 

sebuah metode baru untuk monitoring senyawa beracun di alam sehingga hasil penelitian 

ini kelak akan mempunyai nilai komersial tinggi dan berpotensi untuk memiliki hak atas 

I kekayaan intelektual berupa paten. 

Luaran dari penelitian berupa sebuah model sistem bioluminisensi sebelum dan 

sesudah mengikat senyawa beracun. Hasil temuan ini akan dipresentasikan dalam Seminar 

Nasional Annual Physics 2009 di Bandung. Sedangkan makalah lengkap berisikan analisis 

tentang perubahan perilaku parameter fisika bioluminisensi bakteri Photobacterium 

phosphoreum setelah diberi senyawa beracun akan diusulkan untuk dipublikasikan 



V. I-IASIL DAN'PEMBAI-IASAN 

Penelitian ini diltonsentrasikan untuk menemukan landasan ilmiah pengaruh kation 

senyawa beracun (logam berat) pada distribusi rapat elektron dalam sistem 
A 

bioluminisensi bakteri ~hotobacterihn ghosphoreurn. 

Dua langkah utarna yang telah dilakukdn dalam penelitian tahun I ini terdiri dari (1) 

melakukan kajian teoritik mekanisme senyawa beracun mempengaruhi keadaan eksitasi 

reaksi bioluminisensi bakteri PhotobacferiumpCrosphoretim, (2) melakukan simulasi untuk 

mndapatkan model senyawa beracun mempengaruhi reaksi bioluminisensi, (3) analisis 

landasan il~niah pengaruh kation logam berat pada distribusi rapat elektron dalam sistem 

bioluminisensi bakteri Photobacterium phosphoreum. 

1 (a). Landasan Teoritik Mekanisme Senyawa Beracun Mempengar~~lli Kendaan 

Eksitasi R e a l ~ i  Biolulninisensi Bakteri Pl~otobncteriumplzosplzoreunz 

Dari sudut pandang energi, reaksi bioluniinisensi terjadi ketika sebagian besar energi 

kimia yang eksoterm AH diubah rnenjadi energi eksitasi elektronik AH * yang riieluruli ke 

keadaan dasar salnbil ~ne~nancarkan  cahaya tampak (1.1 v). Secara ringkas prosesnya dapat 

dirur~iuskan sebagai berikut 

AH + AH* -+ hv (1) 

Langkah AH + AH* disebut langkah pembentukan keadaan eksitasi (kemieksitasi) dan 

langkah AH* + hv disebut langkah proses pemancaran cahaya (ken~iluminisensi). 

Persyaratan energi ditentukan berdasarkan kriteria dari Gracia-Compana dltk. (2001) 

sebagai berikut 

-AG 2 hc/A (2) 

dilnana AG adalah perubahan energi bebas Gibbs, 11 adalah konstanta Planck ( 6 , 6 2 6 ~ 1 0 ~ ~ ~  

J.s), c adalah ltecepatan penjalaran caliaya dalam rilang vakuni (3x10~  m.s-') dan h 

adalah panjang gelombang cahaya yang dipancarltan. 

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

ditulis 



AG = AH - TAS (*3) 

Perubahan entropi AS dapat dinyatakan dalarn persamaan enipiris (Lehrer dan Barker, 

1970 dikutip dari Tu, 1979) sebag'ai berikut , 
., : 

..I . 

AS = 4,6 (log k - 10,740g T ) 

dirnana k adalah konstanta peluruhan dan T adalgh temperatur realtsi pada skala Kelvin. 

I-lubungan perubalian enthalpi pada keadaan eksitasi AH* dengan energi aktivasi E, dapat 

ditulis sebagai berikut 

AH* = E, +RT ( 5 )  

Sedangkan hubungan perubalian energi bebas Gibbs pada keadaan eksitasi AG* dengan 
1 

perubahan enthalpi pada keadaan eksitasi AH* dapat dinyatakan sebagai beriltut 

AG* = AH* - TAS* ( 6 )  

I Sedangkan perubahan entropi pada keadaan eksitasi AS* dapat dinyatakan dalam 

persaniaan e~npiris (Lehrer dan Barker, 1970 dikutip dari Tu, 1979) sebagai berikut 

AS* = 4,G {log k - 10,7-Iog T +E$(4,6 T)} (7) 

Karena reaksi biolu~ninisensi dapat diru~nuskan ke dalam dua langkali eriergi yaitu 

langkah kemieksitasi dan langkah kemiluminisensi, maka melcanisme senyawa beracun 

mernpengaruhi reaksi biolurninisensi bakteri dapat dijelaskan dengan inenggabungkan 

seluruh inforniasi yang terkandung pada kedua langkah tersebut.. 

! (b) Model Reaksi Pembentukan Keadaan Eksitasi pada Reaksi Biol~lrninisensi 
I 
I (LBPP) akibat kehadiran senyawa beracun 

Model realtsi pembentulcan keadaan eksitasi pada LBPP berdasarkan pers. Reaksi 

bioluminisensi dari bakteri dapat ditulis sebagai berikut : 

1 FMNH2 + Asn 3 FMNH- +AH+ (8) 

I 
1 

FIvlNHOO- + LysH 3 FMNHOOH + Lys- (10) 

! FMNHOOH + RCOH -3 FMNHOO-CHOH-R (1 1 )  
I 
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FMNHOO-CHOH-R - RCOOH 3 FMNHOH* ' (12) 

FMNHOH* + Senyawa Beracun 3 FMNHOH2 (13) 

:.I' 
A 

Senyawa beracun yang dimaksdd dalani penelitian ini adalal~ Cadmium sulfat 

(3CdS04.8H20), Ternbaga sulfat ( C ~ ( N O ~ ) ~ . ~ H ~ O S O ~ ) ,  Kobalt sulfat (CoS04.7H20) dan 

I Mangan sulfat, MNS04.H20). Mekanisrne senyawa beracun mempengaruhi siste~n 
I .( 1 

beracun dapat diprediksi ~lienggunakan metode MNDO-PM3 dengan menghitung 

I perbedaan energi potensial akibat perpindalian proton untuk beberapa residu asarn amino 

I yang bersifat asaln dan basa berdasarkan pers. 8 s.d 13. Pel-pindahan proton pada LBPP 

aka11 dipredilisi berdasarkan kriteria perbedaan energi potensial dari Sugimoto dkk. 

I (1 999). Tiga skenario dari Sugi~noto dinyatakan pada skelna dala~n Garnbar 7 

Garnbar 7 Skerna energi yang berpola up, do~vn den barrier berdasarkan kriteria 
Sugi~noto dkk. (1999). Tanda panah menunjukkan perubahan jarak antara 
dua lnolekul yang saling lnendekati satu sama lain 

Kurva energi yang berpola up n~en~~njulckan bahwa reaksi sukar terjadi, kurva energi 

/ yang berpola barrier dengan energi barrier aktivasi (energi aktivasi) E, menunjukkan 
1 

I bahwa reaksi dapat terjadi sedangkan kurva energi yang berpola down menunjulclian 

/ bahwa reaksi spontan terjadi. Berdasarkan fungsi LBPP yang merendahkan energi barrier 

1 . aldivasi E, supaya reaksi biol~~niinisensi dapat terjadi maka sbnario energi yang dipilih 

1 berdasarkan Gambar 7 adalah skenario adanya energi barrier aktivasi (E,) atau berpola 

I doivn. Tetapi bila terjadi energi barrier aktivasi pada seniua realtsi malta slcenario yang 

dipilih adalah reaksi dengan energi barrier minirnu~n. Hal ini  didasarltan atas asunisi 



bahwa energi barrier minimum akan mempercepat laju reakd sesuai persamaan Arhenius 

dilnana nilai E, adalah besar bila laju reaksi adalah kecil sehingga kriteria E, minimum 

terpenuhi. r( 

- 
.I ' 

Verifikasi energi aktivasi akibat kehadiian logam berat dilakukan dengan cara 

~nencocoltltan energi aktivasi yang diperoleh dari perhiti~ngan dengan yang diperoleh dari 
.f 1 

eksperimen. Untuk n~enghitung perbedaan energi potensial akibat perpindahan proton 

pada setiap pers. 8 s.d 13 diperlukan data masukan geometri internal dari molekul-molekul 

yang bersangkutan. Susu~ian molekul rnenun.jukkan posisi relatif antara dua at0111 yang 

berdekatan sehingga ~iienibentuk ikatali ltilniawi molekul. Untuk menspesifikasi iltatan ini, 

diperlukan tiga besaran yaitu jarak antar atom yang berikatan, sudut antara dua ikatan 

dalaln bidang dan sudut antara bidang ikatan yang berdekatan (dihedral angle). Selain itu 

diperlukan juga label atom-atom terdeltat. 

Strilktilr geometri dan keadaan elelttronilt setiap molekul dioptilnasi terhadap energi total 

nienggunakan metoda MNDO-PM3. Kurva energi potensial setiap reaksi diperoleh setelah 

~nelakukan ~ninimisasi e~iergi total terhadap semua parameter geo~netri kecuali jarak 

tegalt lurus a~itara ~nolekul R. Contoll jaralt tegak lurus antara dua molekul dapat dilihat 

pada Galiibar 8 
-----------.--.--.- ------.----------- 
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', 
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,' I ,  

/ 
0 
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H P #. 
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I , 
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0 

Galiibar 8 Jaralc tegak lurus antara dua molekul R 

Kurva energi potensial diperoleh berdasarkan perbedaan energi total AE yang difenisikan 

1 sebagai beriltut 



dimana E(R) adalah energi total sistem pada jarak R dan Eo adalah energi total sistem pada 

jarak acuan Ro = 4A. Dalarn benelitian ini d7gunakan dua sisi pengikatan pada FMNH2 

yaitu sisi NI  dan sisi Caa. Sisi N I  'diiunakan sebagai ternpat pengikatan residu asarn amino 

yang bersifat asam dan sisi Caa digunaltan sebagai tempat pengikatan residu asam amino 

yang bersifat basa. Pernilillan sisi N1 dan Cda dari .I; FMNI-12 sebagai sisi pengikatan adalah 

sesuai dengan 'hasil penelnuan Vervool-t dltk.(1986a dan 1986b), Wada dltk. (1 997 dan 

1999) dan Sugin~oto dkk. (1 999), bahwa sisi N I  adalah te~npat deprotonisasi dan sisi 

adalali tempat protonisasi. Dalaln penelitian ini dipilih molekul lumiflavin (R=-CH3) 

sebagai substrat FMNH2. 

j 

2. Mekanistne Pembentultan Keadaan Eksitasi dengan keliadiran senywra beracun 

pada Realtsi LBPP 

Untilk mendapatkan peinbentukan keadaan eksitasi (kemieksitasi) dengan kehadiran 

senyawa beracun, setiap persalnaan 8 san~pai 13 dihitung perubahan energi potensial dan 

perpindahan muatan antar ~l~olekul .  Setiap persamaan dihitung perubahan energi potensial 

terhadap jarak antar molekul akibat proses reaksi. Dengan asumsi bahwa reaksi 

bioluminisensi pada bakteri Photobacterizlnz phosphoreunz adalah reaksi redoks yang 

melibatkan perpindahan elektron atau proton, maka dapat juga ditinjau perubahan muatan 

pada sisi pengikatan substrat. 

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

eksitasi sesuai pers. 8 s.d 13 diperlihatkan pada Gambar 9 s.d I I 

[Asnl 



(c) 
Gambar c) a) Model interaksi Asn dan FMNH2, (b) kurva perbedaan energi potensial dan 

(c) muatan total untuk I-eaksi penambahan proton sesuai pers. 8 terhadap 
jarak molekul R. Tanda panall pada gambar rnenunjukkan arah pergerakan 
moleku! Asn ~nenuju sisi N I  
dari FMNH2. 

Gambar 9 lne~nperlihatltan bahwa sebual~ proton ditransfer dari sisi N1 dari FMNH? ke 

atom terminal 0 dari -CNH20- dari rantai sisi As11 pada jarak R=2,4 A {Gan~bar 3(b)). 

Transfer proton ini ditandai pengurangan lnuatan total secara drastis pada atom N1 pada 

, jarak R = 2,4 A dan pada saat yang sanla terjadi perpindahan proton dari sisi N1 dari 

FMNH2 Ice Asn {Ga~nbar  9 (c)). Perpindahan proton Ite As11 I~anya pada sisi NI dari 
I 
i F M M 2  Itarena muatan total pada sisi lain dal-i FMNH2 seperti pada sisi C4a adalah 

I konstan. Energi barrier dari realtsi ini adalal~ 0,17 eV sedangltan n~olekul baru yang 

) dihasilkan adalah FMNH- 



[FMNH -1 

H H I I 

(4 
~ a l n b a i ~ b  (a) Model interaksi O2 dan FMNH- (b) Kurva perbedaan energi potensial dan 

(c) muatan total untulc reaksi periambahan molekul 0 2  sesuai pers. 9 
terhadap jarak molekul R. Tanda panah pada gambar lnenunjukkan arah 
pergeraltan atom OA lnenuju sisi Clla dari FMNH-. 



GambarlO lnemperlihatkan bahwa perbedaan energi potensiak dan muatan total pada sisi 

Ns dan Cda FMNH-sebagai fungsi dari R dimana R adalah jarak sisi C4a dari FMNH- 

dengan atom OA darj 02. Perbedaan energi potensial dihitung rnulai pada jarak R = 4 A 
?! 

/ 

I - 
dimana arah awal ikatan 0-0 diasumsikan paralel dengan bidang FMNH-. Besarnya 

t - . . ,: -.. . ) . .  
. . 
i:, 
. . .. . 

energi barrier akibat realcsi 'ini adalali 0,8 eV " p d a  R = 2 A {GambarlO b)). Proton 

berpindali dari atoni OA pada 0 2  menirju sisi Cda. Perpindalian proton ditandai oleh 
.f - 

perta~iibalian rliuata~l total di Cda dan pengurarigan muatan di OA pada jarak R = 2A. 

Penambahan O2 ~iienyebabkan sisi N5 pada FMNH- ikut menyumbang muatan kepada sisi 

C4a(Ga~iibarl Oc)). Alci bat periariibalian 0 2  i r i i  pada FMNH- maka dihasilltan molekul baru 

FMNHOO'. 



(c) 
Ga111ba1-11 .a) Model interaksi Lys dan FMNHOO-, (b) Kurva perbedaan energi potensial 

, dan (c) 111uatan total untuk reaksi pengikatan Lys sesuai pers. 10 terhadap 
jarak molekul R Tanda panah pada ga~nbar  menunjukkan arah pergerakan 
lnolekul L ~ S - H +  meniju atom OB pada FMNHOO-. 

1 Gambarr 1 ~lernperlihatkan penorunan energi potensial secara drastis terjadi pada jarak R = 
1 .  

1 3 A lcetika residu LysH ~nendekati a t a n  OD. Tidak ada energi barrier untuk reaksi Lys 

( sehingga reaksi bersifat spontan {Gambarl l:b)). Akibat reaksi ini adalah sebuah proton 

I secara spontan bergerak dari LysH ke a t a n  OB yang terikat pada FMNOO- pada R = 3 A. 

Pada sisi lain niuata~i total di OB bertamball {Gambar I LC)). Akibat.reaksi ini terbenti~k / ~nolekr~l  baru FMNHOOH. 



(c> 
GambarlZ (a) Model interaksi aldehid dan FMNHOOH, (b) kurva perbedaan energi 

potensial dan (c) muatan total i~ntuk reaksi penambahan aldeliid sesuai 
pers. 11 terhadap jarak ~nolekul R. Tanda panah pada gambar 
menunjukkan arah pergerakan molekul Aldehid menuju atom OB pada 
FMNHOOH. 

Gambarl2nemperlihatkan pengikatan atom tel-~uinal C dari RCOH dengan atom OB dari 

I rnolekul FMNHOOH dengan jarak R.  Pada saat RCOH rnendekati On pada jaral; R=3,6 A 
rnaka kurva energi potensial bertambah recal-a cipat  dan maksimum pada energi potensial 

1 0,9 eV {Gambar 12b)). Penambahan RCOH pada ~nolekul FMNHOOH menyebabkan 

sebuah proton ditransfer dari atom OB ke atom OA yang ditandai penurunan muatan total 

di OB {Gambar 12 c)). Moleltul baru yang dillasilltan adalali FMNHOO-CHOH-R. 



(c) 
Gambar 13 3 )  Model interaltsi RCOOH dan Fh4NHOO-CHOH-R, (b) Kurva perbedaan 

energi potensial dan (c) niuatan total altibat pelepasai~ RCOOH dari 
FMNHOO-CIiOH-R sesuai pers. 12 sebagai fungsi jarak R. Tanda panah 
pada ga~nbar menunjukkan arah perger-altan ~noleltul RCOOH menjauhi sisi 
OA pada FMNHOO-CHOH-R . 



Gambar 13 nemperlihatkan bahwa pelepasan molekul RCOOH dari FMNHOO-CHOH-R 
' menyebabkan penurunan energi potensial secara drastis pada jarak R = 1,7 A {Gambar 

13))). Tidak ada energi barrier yang terjadi atibat reaksi pelepasan ini sehingga reaksi k - 
b bersifat spontan. Akibat pelepasan, nj,oleltul RCOOH pada nlolekul FMNHOO-CHOH-R 

menyebabkan atom Oo niendapatkan tambahdn sebuah proton pada jarak 1,7 A dan atom 

OA mendapatkan tambalian sebuah proton pada jarak R = 2,6 A (Gamba1.13~)). Molelcul 
L- 

bar11 yang dihasilkan adalali FMNI-IOH yang diduga sebagai molekul dalam Iteadaan 

eltsi tasi. 
I Ga~nbar l3neniperlihatltan   nod el interaltsi senyawa bel-acun mangan sulfate pada keadaan 
I 

- .  
eksitasi siste~n bioluminisensi bakteri 

Grafik hubungan antara jarak dengan energi 

0 1 2 3 4 

jarak (A) 
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Grafik hubungan antara jarak dengan muatan 
,.* . . 1 

jarak (A) 
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Gambar 1 .%empel-li hatkan model interaksi senyawa beracun Cobalt sulfate pada Iteadaan 

eksitasi sisteln bioluminisensi bakteri 

GRAFIK HUBUNGAN JARAK DENGAN PERBEDAAN 
ENERGI 

I JARAK (A) 1 
GRAFIK HUBUNGAN JARAK DENGAN MUATAN 

JARAK (A) I- . .- - - - - - . - . - . I 



Gambar 16 ~nemperlihatkan model interaksi senyawa beracun Tembaga sulfate pada 

keadaan eksitasi sistem bioluminisensi bakteri 

kurva perbedaan energi potensial 
0.3 
0 . 2  +- .~ -- . . .- .. . . .. - . . . . . ..~ ~- 
0.1 , - -. - - . . . . - - -. . . - - -. . .. - . -. .. -. b -  --- 

O i 
- P- . .  - 

-0.1 0 - -- 3.  ---  - 4 

W < -0.2 ; .~ - -- - -  

-0.3 i .. . ~ - 
- Scricsl 

Gan~bar 17 mempet-lihatkan model interaksi senyawa beracun Tembaga sulfate pada 

keadaan eksitasi sistein biolu~ninisensi bakteri 

Kurva perbedaan energi total 



3. Analisis landasan ilmiali pengaruh kation logam berat. pada distribusi rapat 

elektron dalarn sistem bioluminisensi bakteri Plzoiobacieriumphospltoreunz. 

A 
Untuk mendapatkan model mekanis!ne senywa beraci~n niempengari~hi pemancaran 

, / 

I cahaya pada LBPP, d igunaltan model kurva reaksi digunakan Gambar 1 8. 

Keadaan Transisi 

Substrat 

L 

Proses reaksi 

Ga~nbar  18 Kurva perbedaan energi potensial pada reaksi LBPP. 

Suatu reaksi pada Gan~bar  18 dapat berlangsung bila niolekul-molekul substrat mengalami 

keadaan aktif dengan energi aktivasi E.. Dalan keadaan dernikian ikatan dalarn rnolekul 

dapat terputus atau bersatu sellingga memungkinltan terbentuknya produk. Keadaan 

. molekul dimana substrat berada dalam keadaan aktif disebut keadaan transisi. Sedangkan 

energi aktivasi diartilcan sebagai junllah energi (dalam Italori) yang dibutul~ltan ole11 satu 

11101 zat pada ten~peratur tertenti~ i~ntult me~nbawa semila moleltul (dari satu mol zat) Ite 

keadaan aktifiiya. Keadaan transisi ~nelnililti energi bebas Gibbs, enthalpi dan energi 

potensial lebih tinggi dari keadaan yang berdekatan yang terletalc pada lintasan tersebut. 

Berdasarltan Cambar 18 dapat dibuat profil energi potensial reaksi LBPP dengan terlebih 

dahulu mengliitung enthalpi pembentukan (AHf), substrat dan moleltul baru yang 

terbentulc alcibat realtsi sesuai pers. 8 s.d 13. Secara Ituantum, enthalpi pembentultan 
I 
I standar AHf suatu senyawa diperoleh berdasarkan jun1la1-1 selnua interaltsi yang terjadi 

dalaln ~nolekul yaitu energi elektronik total (EeIek), energi repulsif inti-inti (E,,,,), energi 



' yang diperlukan untuk mengionisasi elektron valensi dari atim-atom (Eb1(A)) dan panas C 
* \ p:.' 

;.>)I : Ej.. atomisasi {Eat,,(A)). Enthalpi pembentukan standar AHf dapat ditulis 
4.1; + b$:: A 
@ ~ . .. .: 
.. , , . .. - .  
>.. 

AX = E + E .  *. ! + Eisol ( A ) +  Z Eatom ( A )  
?, ... f elec nuc 
!.', '. A '  A 

1 dilnana A adalah atom ke-a. Perubahan entl~alpf-dari setiap keadaan interlnediat (KI) dan 

energi barrier dari setiap keadaan transisi (KT). .Beledasarkan perubahan enthalpi 

pe~nbentukan cia11 energi barrier aktivasi dapat dihitung energi yang tersi~npan dalain 

setiap keadaan intermediat yang dinyatalcan dalani bentuk perubahan enthalpi reaksi 

Sela~ijutnya jumlali energi pada setiap KI yarig digunakan untuk melaltukan kerja 

biolu~ninisensi dapat diliiti~ng berdasarkan perubahan energi bebas Gibbs AG 

( Diagran~ energi hasil perl~itungan AH dan AG setiap KI dapat dilihat pada Galnbar 19 



1 Gambar 19 Mekanisme model reaksi LBPP dala~n kehadiran senyawa beracun , (a) 
I 
I 

FMNH2 (AHf =-82,28 kkallmol), (b) KT-1 (E, = 3,9 kkal/inol), ( c) KI-1 
1 1  (AHf = - 84,86 kkallmol), (d) KT-2 (E, = 18,5 kkallmol), (e) K1-2 (AHf = - 
I 87,120 I<kal/mol), (f) KT-3 (E, =20 klcal/mol), (g) KT-3 (AHf =-97,50 

kkallmol), (h) KE atau IV* (E,= 0 kkal/tnol, AHf= - 97,5 kkallmol) dan (i) 
FMN (AHf =-17,28 kkallmol). 



barnbar io. Realtsi Biolurninisensi yang terltontarninasi logarn 
ierat Mangan sulfat 



Mangan (4,08 A) ~ o n t a m i  nasi Logam Berat 
b' 
iotami nasi Logam Berat Mangan (4,08 A). MOP 
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Hasil pemodelan menjelaslcan bagaimana keberadaan senyawa beracun 

mempengaruhi distribusi kerapatan elektron dari sistem bioluminisensi. Kation-ltation 
.I; 

dari senyawa beracun ~nempilnyai peranan penting pada proses transfer elektron pada 

sistem biol~~~ii inisensi.  Pola ini meri.jelaskan nialtin berat kation senyawa beracun maka 

makin besar p ~ ~ l a  penurunan energi aktivasi dari sistem bioluminisensi. Kation senyawa 

beracu~i berperan dalalii distribusi kembali kerapatan elektron dan dalam pembentukan 

keadaan eltsitasi elektron. I-lasil ini mendu kung hasi 1 Ita.jian eltsperimen sebelumnya 

yang menyataltan bahwa aktivasi biolumi~iesensi d iobservasi dalan~ keliadiran logatn 

berat'denga~i nilai AG" (e) yang lebih tinggi, yang me~nperliliatkan kemungkinan paling 

rendali dari penggantan elektson dengan kation. Inliibisi bioluminisensi diobservasi dalam 

kehadiran logam besat A G O  (e) yang lebih rendah. 

V1. KESIMPULAN DAN SARAN 

1. Kesinipulan 

Hasi I pem berian beberapa jet1 is sen y a w  beracun 'pada sistem bioluminisensi dari 

baktesi ~iienyimpulkan bahwa kation dari logar11 berat berpartisipasi dalaln distribusi 

kembali kerapatan elektron dan dala~n pembentultan Iceadaan eksitasi elektron. Alctivasi 

b io~uk ine~ens i  diobservasi dalam keliadisan senyawa beracun dengan lcation yang lebih 

berat. Maltiri besar berat kation senyawa beracun ~nalca akan ~iienyebabkan maltin 

besarnya penurunan energi alttivasi dari sistem biolu~ninisensi baktesi. 

2. Saran 

Untuk kealturatan penelitian ini disaranltan untuk nielari.jutkan penelitiali ini unt~lk 

beberapa senyawa bet-acun lainnya dari ~nemetaltan kerapatan elelctron sebelum dan 

sesudah diberi senyawa beracun 
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Fmn tereksi t a s i  .---------------------------------------------------------------------------- 
N 19 .OOOOOO 
0 20 2.267536 .OOOOOO 
H 2 1  6.358083 7.476340 .OOOOOO 
H 22 4.152194 3.294058 5.652489 . 000000 
H 23 4 -640467 . 4.234109 *.4.789771 2.464523 . 000000 
H 24 5 -235916 4.943809 -, 5.378610 4.024680 1.657370 . 000000 
ti 2 5  6.889292 7.123367 4.940924 5.990080 3.557671 2.394084 
H 26 9.228681 10.185964 3 -416878 8.278348 6.667710 6.580679 
H 27 8.354480 9.576799 2.273574 7.809931 6.584022 6.779646 

I EIGENVALUES 

I NET ATOMIC CHARGES AND DIPOLE CONTRIBUTIONS 

ATOM NO. TYPE 
I 1  C 

CHARGE ATOM ELECTRON DENSITY 
- -0910 4.0910 
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4 0 
5 N 
6 C 
7 N 
8 C 
9 C 

10 C 
11 C 
12 C 
13  C 
14 N 
15 C 
16  C 
17 C 
18 0 
19 N 
20 0 
2 1 H 
22 H 
2 3 H 
24 H 
2 5 H 
26 H 
2 7 H 
2 8 H 
2 9 H 
3 0 H 
3 1 H 
3 2 H 
3 3 H 
3 4 H 
3 5 H 

, E X Y 
T-CHG. - .879 . I 9 7  
I D  . S  94 - .920 
I - .  285 - .723 

CARTESIAN 

ATOM 

COORDINATES 

mn t e r e k s i  t a s i  
- ,1192 4.1192 
- .0963 4.0963 
-.I874 6.1874 

, -0537 4.9463 
-.0635 . z 4.0635 

, :0'409 4 .9591  
-,.I411 4 .1411 
-.0593 2 4.0593 
-. 0406 4 .0406 
-. 0309 4.0309 
-.0679 4.0679 
- ,0917 - 4.0917 
- -0841  5 .0841 

-0203 3.9797 
,2490 3.7510 
,2434 3.7566 

-,2893 6.2893 
- -0498 5.0498 
-. 3113 6.3113 

-1093 -8907 
-2315 -7685 
-0639 

il -9361 
-0371  -9629 
-1141  .8859 
-0459 -9541  
-042 7 . 9573 
-0472 -9528 
-0456 - 9  544 
-0482 -9518 
-0494 .9506 
-0539 .9461 
-0611  -9389 
- 0 4 2 1  -9579 
-1241  .8759 

Z TOTAL 
3 . 2 1 1  3.335 

-1.301 1 . 7 0 1  
1 .909  2.062 

5 -4222 -1.4433 
3.4002 -2.0393 
2.9295 -2.4245 
4.8098 -1.7850 
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L 

Fmn t e r e k s i  tas i  
20 O 6.6338 -1.3379 -2.0775 
2 1 H -. 5435 - .9578 - .0192 
2 2 H 5.0226 -1.5184 .7899 
2 3 H 3.9319 A .  6711 .4898 
2 4 H 3,8032 2.2087 - . I153 
2 5 H 1.7412 3.4231 -.0435 
26 H -2.6634 '1.5542 .9143 
2 7 H -2.6040 - .0003 .0647 
28 H -2.7051 1.5130 -. 8563 
2 9 H - .2946 4(: 5 546 - . I767 
3 O H -1.5915 3.7474 .7199 
3 1 H -1.5627 3.6733 -1.0473 
3 2 H .5940 -2.7032 -. 3807 
3 3 H -9357 -2.3119 1.3262 
3 4 H 2.0798 -3.3124 .4089 
3 5 H 5 -3953 -1.9896 -4.1325 

ATOMIC O R B I T A L  ELECTRON POPULATIONS 
i 

1.17493 .92731 -97961 1.00913 1.18824 
1.17580 .95394 .93458 1.03202 1.78239 
1.43150 1.24733 .96200 1.30549 1.19516 
1.38028 .94857 1.09319 1.53709 1.17873 
1.12343 .91949 1.00970 1.00666 1.17477 
1.22927 .92013 .94263 .93884 1.12378 
1.15191 .98917 .93374 1.01684 1.62093 
1.21263 .go951 -95482 .go270 1.18870 
1.21763 .84807 .80980 -88113 1.86070 
1.34830 .99436 1.65606 1.05107 1.86552 
.89073 .76854 .93 608 -96289 -88595 
,95439 -95176 .95059 -94608 .93895 
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fmn e k s i t a s i  
1 perh i  tungan reaks i  b i  ol umi n i  sensi ~ h o t o b a c t e r i  um bhosp. da l  am keadaan eks i  t a s i  

F I N A L  HEAT O F  FORMATION = - 5 5 . 7 6 4 6 7  KCAL 
TOTAL ENERGY - - 

- - 3 3 8 0 . 5 4 9 7 2  EV 
ELECTRONIC ENERGY - ,... - 2 3 1 7 8 . 5 3 1 3 9  EV 
CORE-CORE REPULSION h - 1 9 8 7 7 . 9 8 1 6 7  EV 
I O N I Z A T I O N  POTENTIAL  - 

- 
' 1 0 . 0 9 7 0 7  

NO. OF F I L L E D  LEVELS - 5 2 
AND NO. OF OPEN LEVELS = 

- 
1 

MOLECULAR WEIGHT - 2 7 5 . 2 8 7  
COMPUTATION T I M E  = 0 h 2 mi% 3 3  sec 
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h n a s i  Kobal t  Pada Jarak an ta r  molekul 4.Q8 A 

F I N A L  HEAT OF FORMATION = " - 1 8 5 . 9 8 8 6 9  KCAL 
TOTAL ENERGY - - - -4699;. 1 8 2 0 0  EV 
ELECTRONIC ENERGY - 

- 
- 3 6 3 0 0 . 8 7 4 6 0  EV 

CORE-CORE REPULSION - 
I 

3 1 6 0 1 . 6 9 2 6 0  EV 
I O N I Z A T I O N  POTENTIAL = - 8.46327 1 NO. OF F I L L E D  LEVELS - 

- 
6 9  .'- 

MOLECULAR WEIGHT - 4 8 4 . 7 6 2  
COMPUTATION T I M E  = 0 h 2 min 27 sec 
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ABSTRAK 

1 Telah dilakukan kajian teoritik tentang mekanis~ne logani berat mempengaruhi 

siste~n bioluminisensi dari bakteri Photobacterium phosphoreum. Hasil penelitian 

menernukan bahwa kehadiran logam berat mempengaruhi proses transfer elektron 

dari sistern biolumi~~isensi. Kation pada Jogam berat berpartisipasi dalam 

distribusi kembali kerapatan elektron dan pembentukan keadaan eksitasi elektron 

I pada siste1-n bioluminisensi. Pola ini  menjelaskan bahwa aktivasi bioluminesensi 

I diobservasi dalan~ kehadiran logarn berat dengan nilai AGO (e) yang lebih tinggi, 

yang memperlihatkan kemungkinan paling rendah dari penggantan elektron 

I dengan kation. Inhibisi bioluminisensi diobservasi dalaln kehadiran logaln berat 
I 
I 

AGO (e) yang lebih rendah 

Kata kunci : ak~ivasi, berat molektll, inhibisi, Iogam berat, parameter Jisis 

biol~lnz inisensi. 

I I. Pendahuluan 

I 11. Tinjauan Enel-gi pada Sistem Biolr~minisensi 

Dari sudut pandang eliergi, reaksi bioluminisensi terjadi ketika sebagian 

besar energi k i~nia  yang eksoterm AH diubah menjadi energi eksitasi elektronik 

AH * yang meluruh ke keadaan dasar sa~nbil mernancarkan cahaya tampak ( h  v). 

Secara rir~gkas prosesnya dapat dirumuskan sebagai berikut 

1 AH -+ AH* + hv 



Langkah AH + AH* disebut langkah pembentukan keadaan eksitasi 

(kemieksitasi) dan langkah AH* + hv disebut langkah proses pemancaran 

,. cahaya (kemiluminisensi): Persyaratan eqergi ditentukan berdasarkan kriteria dari 

i Garcia dkk. (2001) sebagai bei-ikut 

? 
f -AG 2 hc/A (2) 

di~nana AG adalah perr~bahan energi bekas Gibbs, h adalah konstanta Planck 

(6 ,626~10"~  J.s), c adalah kecepatan penjalaran cahaya dalam ruang valtuln 

(3x10~  m-s") dan h adalah panjang gelombang cal~aya yang dipancarkan. 

I Hubungan antara perubahan energi bebas Gibbs AG dengan perubahan enthalpi 

AH dapat ditulis 

Perubahan entropi AS dapat dinyataltan dalam persalnaan empiris (Lehrer dan 

Barker, 1 970 dikutip dari Tu, 1979) sebagai berikut 

dimana k adalali konstanta peluruhan dan T adalah ternperatur realtsi pada skala 

Kelvin. Hubungan pel-ubahan entlialpi pada keadaan eksitasi AH* dengan energi 

aktivasi E, dapat ditulis sebagai berikut 

AH* = E, +RT ( 5 )  

Sedangltan hubungan perubalian energi bebas Gibbs pada lteadaan eksitasi AG* 

dengan perubahan enthalpi pada lceadaan eltsitasi AH* dapat dinyataltan sebagai 

beriltut 

AG* = AH* - TAS* (6) 

Sedangkan perubahan entropi pada keadaan eksitasi AS* dapat dinyatakan dalanl 

persaniaan empiris (Lehrer dan Barker, 1970 dikutip dari Tu, 1979) sebagai 

berikut 



AS* = 4,6 (log k - 10,7-log T +Ea/(4,6 T)) (7) 

Untuk mendapatkan tingkat energi sistem bioluminisensi sebelum 
A 

terkontaniinasi logam berat,.' digi~naltan model persamaan reaksi sistem 
. , 

biolirlnillisensi sebagai berikut: 

FMNH:! + ASN 3 FMNW +ASNH' (8) 

FMNH- + 0 2  (3 FMNHOO- (9) 

FMNHOO- + LYSI-I + FMNHOOH + LYS- (10) 

FMNHOOH + RCOH + FMNHOO-CHOH-R ( 1  1) 

FMNHOO-CHOI-I-R - RCOOH + FMNHOH* (12) 

Setiap persamaan dihitung perubahan energi potensial terhadap jarak antar 

molekul altibat proses reaksi. Dengan asumsi bahwa reaksi biolu~ninisensi pada 

bakteri Photobacterir~ni phosphoreu~n adalah reaksi redoks yang melibatkan 

perpindahan elektron atail proton, maka dapat juga ditinjau perubahan muatan 

pada sisi pengikatan substrat. Contoh perhitungan perbedaan energi potensial AE 

dali muatan total Q pers. V.21 pada jarak antar lnolekul R = 3,9 A dapat dilihat 

pada Lampiran H. 

Kill-va perbedaan energi potensial A E  dan muatan total Q reaksi pe~nbentukan 

keadaan eksitasi sesuai pers. V.21 s.d V.25 diperlihatltan pada Galnbar V.12 s.d 

V.14. 

[Asnl 



(c) 
Gambar V.lO(a) Model interaksi Asn dan FMNH2, (b) kurva pesbedaan energi 

potensial dan (c) muatan total untuk reaksi penalnbahan protoll 
sesuai pers. V.21 terhadap jarak ~nolekul R. Tanda panah pada 
gambar rnenunjukkan arah pergerakan rnblekul Asn menuju sisi NI 
dari FMNH2. 

I [FMNH -1 



(c> 
Gambar V . l l  (a) Model interaksi O2 dan FMNH- (b) Kurva perbedaan energi 

potensial dan (c) muatan total untuk reaksi pena~nbahan molekul 
O2 s e s ~ ~ a i  pers. V.22 terhadap jarak molekul R. Tanda panah pada 
galnbar ~nenunjukkan arah pergel-akan atom OA ~ n e n ~ j u  sisi C Q ~  
dari FMNH-. 

I [FMNHOP 



(c) 
Garnbar V.12 (a) Model interaksi Lys dan FMNHOO-, (b) Kurva perbedaan 

energi potensial dan (c) muatan total untuk reaksi pengikatan Lys 
sesuai pers. V.23 terhadap jarak rnolekul R Tanda panah pada 
g a ~ n b a r  ~nenurljukkan arah pergerakan rnolekul L~S-H+ menuju 
atom OB pada FMNHOO-. 



I FMNHOOH 

(c) 
Ganibar V.l3(a) Model interalcsi aldel~id dan FMNHOOH, (b) Icurva perbedaan 

energi potensial dan (c) lnuatan total untuk realtsi penarnbahan 
aldel~id sesuai pers. V.24 terhadap jaralc molekul R. Tanda panall 
pada garnbar menunjukkan arah pergerakan ~nolelcul Aldehid 
menuju atom OB pada FMNHOOH. 



( 4  
Gambar V.l4(a) Model intel-altsi RCOOH da~i  FMNHOO-CHOH-R, (b) Kurva 

perbedaan energi potensial dan (c) muatan total altibat pelepasan 
RCOOH dari FMNHOO-CHOH-R sesuai pers. V.25 sebagai 
fungsi jarak R. Tanda panah pada ga~iibar menu~ijukltan arah 
pergeraltan moleltul RCOOH menjauhi sisi OA pada FMNHOO- 
CHOH-R . 



Gambar V.10 memperlihatkan bahwa sebuah proton ditransfer dari sisi N1 dari 

FMNH2 ke atom terminal 0 dari -CNH20- dari rantai sisi Asn pada jarak 

R=2,4 A (Gambar V.lO(b)).. Transfer proton ini ditandai pengurangan muatan 
'4 

total secara drastis pada atom NI pada jarak R = 2,4 A dan pada saat yang salna 

terjadi perpindahan proton dari sisi NI daii FMNH2 ke Asn {Gambar V.lO(c)). 

Perpindalian proton ke Asn hanya pada sisi N l  dari FMNI-I;! Icarena muatan total 
,[ 2 

pada sisi lain dari FMNHz seperti pada sisi C4a adalah konstan. Energi barrier dari 

reaksi ini adalah 0,17 eV sedangkan molekiil baru yang dihasilkan adalah FMNN- 

Gambar V.1 I inemperlihatkan bahwa perbedaan energi potensial dan muatan total 

pada sisi N5 dan C4a FMNH-sebagai fungsi dari R diriiana R adalah jarak sisi C4a 

dari FMNH' dengan atom OA dari 02. Perbedaan energi potensial dihitung riiulai 

pada jarak R = 4 A dirnana arah awal ikatan 0-0 diasulnsikan paralel dengan 

bidang FMNH-'. Besarnya et~ergi barrier akibat reaksi in i  adalah 0,8 eV pada 

R = 2 A {Gambar V. I 1 (b)). Proton berpindah dari atom OA pada O2 menu~ju sisi 

Cda. Perpilldahan proton ditandai ole11 pertamballan muatan total di C4a dan 

pengurangan muatan di OA pada jarak R = 2A. Penamballan Oz ~nenyebablcan sisi 

Nj  pada FMNH- ikut lnenyumbang rnuatan kepada sisi C4,{Ga1i~bar V.ll(c)). 

Akibat periambahan O2 i r i i  pada FMNH- nialca dihasilkan moleltul bar11 

FMNHOO'. 

Garnbar V.12 rnelnperlihatkan penurunan energi potensial secara drastis terjadi 

pada jaralc R = 3 A ketika residu LysH inendekati atom Oe. Tidalc ada energi 

/ barrier ontuk reaksi Lys sehingga reaksi bersifat spontan {Gambar V.l2(b)}. 

Akibat realtsi ini adalah sebual~ proton secara spontan bergerak dari LysH Ice atom 

013 yang terilcat pada FMNOO- pada R = 3 A. Pada sisi lain muatan total di Og 

1 bertambah {Gambar V.l2(c)}. Akibat reaksi ini terbentuh rnolekul baru 

FMNHOOH. 
I 



Gambar V.13 memperlihatkan pengikatan atom terminal C d a r i ' ~ ~ ~ ~  dengan 

atom Os dari rnolekul FMNHOOH dengan jarak R. Pada saat RCOH mendekati 

OB pada jarak R=3,6 A maka kurva energkpotensial bertambah secara cepat dan 

niaksimurii pada energi potensial 0,9 eV (Garnbar V.I3(b)). Penanibahan RCOH 

pada rnolekul FMNHOOM menyebabkan sebuali proton ditransfer dari atom OD 

ke at0111 OA yang ditandai penurunan muatan total di On {Gambar V.I3(c)). 
.I - 

Molelcul baru yang dihasilltan adalah FMNHOO-CHOH-R. 

Ga~nbal- V.14 mempel-liliatl<an bahwa pelepasan lnolekul RCOOH dari 

FMNHOO-CHOH-R menyebabkan penurunan energi potensial secara drastis 

pada jarak R = 1,7 A {Ganibar V. 14(b)). Tidak ada energi barrier yang terjadi 

akibat reaksi pelepasan ini sehingga reaksi bersifat spontan. Akibat pelepasan 

111olekirl RCOOH pada lnoleki~l FMNHOO-CHOH-R menyebabkan atom Oo 

mendapatkan tanibahan sebuah proton pada jar-alc 1,7 A dan atom OA 

mendapatkan tambahan sebuah proton pada jarak R = 2,G A {Gambar V.I4(c)}. 

Molekul baru yang dillasilkan adalah FMNHOH yang diduga sebagai molek~11 

dala~n keadaan eksitasi. 

Perubahan panjang iltatan dan muatan total dari enaln bentuk flavi~i akibat reaksi 

sesuai pers. V.21 s.d V.25 diperliliatkan pada Galnbar .V. 15. Berdasarlta~l Gambar 

V.l5(a) dapat disimpulkan bal~wa pa~ijang ikatan dari sisi CI-CI, dan Cia-CIOa dari 

flavin bertamball akibat interaksi dudukan aktif LBPP dengan substrat- 

substratnya. Pertamballan par~jang iltatan pada kedua sisi ini berliubungan dengan 

peran sisi Cda sebagai penel-ima proton (protonisasi) dari dudulcan aktif Lys 

lnelalui molelcul Oz. Sebaliknya terjadi pemendekan panjang ikatan sisi Nlo-Cloa 

dan NI-Clo, yang berhubungan dengan peran sisi N I  sebagai pelnberi proton pada 

dudukan aktif Asn. Sedangkan Ga~nbar V.J3.(c) memperlihatlcan baliwa muatan 

total pada sisi N1 dari flavin cenderung berkurang dan muatan total pada sisi C4a 

cenderung bel-talnbah selama tahapan reaksi. Muatan total pada sisi yang lain dari 

flavin seperti Nlo, Ns, O(Cz) dan O(C4) cenderung konstan sela~na realcsi. 



'I- - -  . - Q. 

(c) 
A: FMNH;! B: FMNH- C: FMNHOO- 
D: FMNHOOH E: FM'NHOO-CHOH-R F: FMNHOH 

Ganibar V.15 (a) Model struktur FMNH2, (b) perubahan panjang ikatan dan (c) 
~iiuatali total dari enaln jenis flavin altibat reaksi sesuai pers. V.21 s.d V.25. 



V.6 Profil Perbedaan Energi Potensial pada Reaksi LBPP 

Untuk mendapatkan model mekanisme pernancaran cahaya pada LBPP, 

digunakan model kurva reaksi yang diketnbangkan dari Gambar 11.5 sepel-ti 

diperlihatkan pada Gambar V.14 - ' .' 

L + 
Proses reaksi 

Gambar V. 16 Kurva perbedaan energi potensial pada reaksi LBPP. 

Suatu reaksi pada Galnbar V. 16 dapat berlangsung bila molekul-molekul substrat 

mengalami keadaan aktif dengan energi aktivasi E,. Contoh perhitungan energi 

aktivasi E, setiap keadaan inter~nediat telah dibahas pada Bab V.4. Dalam 

keadaan demikian ikatan dalam molekul dapat terputus atau bersatu sehingga 

lne~nungkinkan tel-bentultnya produk. Keadaan molekul di~nana substrat berada 

dala~n keadaan alttif disebut keadaan transisi. Sedangkan energi alctivasi diartikan 

sebagai jumlah energi (dalan~ kalori) yang dibutuhltan ole11 satu mol zaL pada 

ten~peratur te~tentu unti~k membawa semua molekul (dari satu ~ n o l  zat) ke 

keadaan aktifnya. Keadaan transisi memililti energi bebas Gibbs, entl~alpi dan 

energi potensial lebih tinggi dari keadaan yang berdekatan yang terletalc pada 

lintasan tersebut. Berdasarltan Garnbar V.l G dapat dibuat profil energi potensial 

reaksi LBPP dengan terlebil~ dal~ulu menghitung enthalpi pe~nbentulcan (AHf), 

substrat dan molekul baru yang terbentuk akibat reaksi sesuai pers. (V.21) s.d 

(V.25). Secara Ituanturn, enthalpi pernbentultan standar AHf suatu senyawa 



diperoleh berdasarkan jumlah sernua interaksi yang terj'adi dalaln molekul yaitu 

energi elektronik total (Eelek), energi repulsif inti-inti (En,,,), energi yang 

diperlukan unt i~k  mengiorlisasi elektron yalensi dari atom-atom {Eisl(A)) dan 

panas atoniisasi { E , ~ ~ , , , ( A ) ~ .  Enthalpi pe~~ibentukan standar AI-If dapat ditulis 
I 

AX = E  + E  + ~ E i s o l [ ; 4 ) + ~ E a , ,  ( A )  f elec nuc 
A A 

dirnana A adalah aton1 ke-a. Perubahan enthalpi dari setiap keadaan intermediat 

(KI) dan energi barrier dari setiap keadaan transisi (KT) dirangltu~n pada Ga~nbar 

V. 17. Berdasarkan perubahan enthalpi pe~nbentirkan dan energi barrier aktivasi 

pada Gan~bar V.17 dapat dihitung energi yang tersimpan dala~n setiap keadaan 

il-rtennediat yang dinyatakan dala~n bentilk peril bahan enthalpi seaksi AH sebagai 

berikut 

Selanjutnya jumlali energi pada setiap KT yang digunaltan untuk n ~ e l a k u k a ~ ~  kerja 

bioluminisensi dapat dihitung berdasarkan perubahan energi bebas Gibbs AG 

sesuai pers. V.3 dimana AH pada persamaan tersebut dihitung dari pers. V.27. 

Diagram energi l~asil yerhitungarl AI-I dan AG setiap 1<1 dapat dilihat pada 

Gambar V.18. 



6.. 

Gambar V.17 Meltanisme model realtsi LBPP , (a) FMNH;! (AHf =-82,28 
Itkal/~~iol), (b) KT-] (E, = 3,9 kkallniol), ( c) KI-I (Allf = - 84,86 
kltal/mol), (d) KT-2 (E, = 18,5 Itltal/riiol), (e) KI-2 (AHf = -87,120 
kkallmol), (0 KT-3 (E, =20 kkall~nol), (g) Kl-3 (AHf =-97,50 
kkal/mol), (h) KE atau IV* (E,= 0 kkallmol, AHf = - 97,5 
kltal/mol) dan (i) FMN (AHr =- 17,28 kkal/mol). 
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Telah dilaltukan analisis tentang pengaruh beberapa logam berat terhadap inhibisi dan 
aktivasi intensitas biolumillisensi dari bakteri Photobacferiunz phosphoreum. Hasil 
penelitian menenlukall bahwa inllibisi dan aktivasi intensitas biolumillisensi dipengaruhi 
oleh berat molekul dari logam berat. Dari llasil tersebut dapat dijelasltan pengaruh kation 
pada proses transfer elektron dan sistem bioluminisensi. Kation dapat berartisipasi dalm 
distribusi kenlbali kerapatan elektron dalm reaksi kimia dan dalain pembentukan keadaan 
eksitasi elektron. Pola ini nlenjelaskan bahwa aktivdsi bioluminesensi diobsesvasi dalaln 
kehadiran logam berat dengall nilai AGO (e) yang lebih tinggi, sedangkan inhibisi 
bioluininisensi diobservasi dalam kehadiran logaln berat AGO (e) yang lebih rendah 

Kata kunci : Paran7eterfisi.s biolumi17iserrsi, inhibisi, aktivasi, lognnz berat, berc~t molekul 

. Cumi-cumi diperairan Indonesia diltetahui bisa memancarkau cahaya yang 

menlbantu cuini-cumi mencari nlakanan di ltegelapan air, sekaligus nle~ljadi alat 

penyamaran dari hewan pemangsa. Pringgenies (2003) nlenyimpulkan bahwa cahaya 

yang dipancarkan ole11 cumi disebabltan adanya hubungan simbiosa antara cumi-cumi 

jenis Laligo duvaucelli dengall bakteri Photobncteriur?~ ylzosphoreu~z yang hidup di 

dalamnya. 

Felloinena bioluminisel~si pada bakteri Plzotobacteri7rn1 pJ~n.rphoreun7 sangat 

menarilt untuk diltaji Itasena merupakan contoh nanofabriltasi fotonik alamiah yang altan 

menjadi inspirasi untuk penelitian peralatan optik dan spektrosltopik dimasa mendatang. 

Disa~npiilg itu, sistem bioluininisensi dari bakteri Iuminisen telah banyak digunakan 

'sebagai alat uji uiltuk nlonitoring ltol~selltrasi racun di alam. Kratasyuk, ct.al, (2004) 

mengungkapltan bahwa alat uji biolunliilisensi yang memaltai e~lzilll merupakan 

peildekatail baru dalam nlonitori~lg lingltungan. Dengan ketersedian bahan baltu yang 



sangat melimpah di perairan Indonesia, maka dimungkinkankan untuk melihat perubahan 

perilaku parameter fisis bioluminisensi bakteri akibat diberi logam berat. 

Proses penlailcaran cahaya. dari bakteri Photobacterium Phosphorium inelibatkan 
rc 

eilziill luciferase yang nlengkatalis tjga substrat yaitu f-lavin mononukleotida tereduksi 

(FMNI-Iz), molekul olcsigen (02) dan aldehyde rantai panjang (RCOH). Reaksi tersebut 

membebaskan flavin (FMN), asam fatty rantai panjang (RCOOI-I), inolekul air (H20) 

sambil memancarltan cahaya tampak (hv) (Haktiting, 1993). Pada keadaan terelcsitasi 

elektron tidalc stabil clan alcan lcelnbali ke tingltat dasamya sambil nlelepaskan foton 

dalain bentuk cahaya yang berwarna biru. Energi yang dihasilltan dari reaksi ini lebih dari 

cukup untult n~e~nber ika l~  60 kl;al/n~ol yang diperlukan ~111tuk pemancaran cahaya dengan 

palljang gelombang 49011111 (Meigen, dltk., 1980). 

Disisi lain bakteri nlenghasilkan cahaya sebagai produk dari respirasi selnya. 

Respirasi dalam sel tersebut sangat fundanlelltal terhadap metabolisn~e sel dan 

merupakan proses hidup. Penurunan aktifitas sel (akibat toksin) menghasilkan kecepatan 

pengurangan respirasi dan berhubunga~z dengan kecepatan luminesensi. Bakteri 

memancarlcan cahaya pada kondisi optimun~nya sebagai hasil dari f~ingsi normal dari 

proses ~lletabolisme pang terjadi dalanl bakteri. Disanlpillg itu bakteri ini bersifat aerob 

karena memerlulian oksigeil dalan~ realtsi bioluminesen dan akan melllancarkan cahaya 

bila kerapatannya 4,6 x 10' CFUlir11, apabila kerapatannya kurang dari jumlah tersebut 

inaka bakteri tidalt alcail memancarkan cahaya (Pringgenis, 200 1). 

Secara energetika, pelnancaran cahaya dari bakteri luminisensi terjadi ketika 

sebagian besar dari realtsi kinlia yang eksoter~l~ (AG) diubah kedalaln energi eksitasi 

1 i elektl-onik (*) dari produl; reaksi dan kemudian memancarkan cahaya dengan energi 

11"). Untuli ringkasnya prosesnya dapat dimmuskan sebagai beriltut : I f  ( 

i dengan langltah luminisensi. Persyaratan lain adalah AG menghasillta~~ energi yang cukup 
! / I untuk rnen~be~ltuk keadaan eksitasi (Garcia, dl&., 2001) dan persyaratan energi dapat 



! 

I 
dimana 1, adalah batas panjang gelombang untulc mengeksitasi spesies luminisensi. 

Mekanisme bioluminisensi merupakan kop~binasi komplelts dari teori biokimia- 

fisika, yang menyebabkail terjadiilya *transfer energi dan elektron (muatan) didalam 
. . 

i 

bakteri. Pengaruh berbagai jenis senyawa logam berat terhadap inhibisi dan alttivasi 

intensitas biolu~l~inisensi diltarakterisasi dengall nleninjau crossing intersistenl (TI +S, )  
, - 

yang nlerupakan proses yang n~ungkin terjadi yang rnempiinyai pengarul~ pada intensitas 

biolun~inisensi, quailtunl yield fluorosensi seperti diperlihatkan pada Gambar 1 

S,, 

Ga~nbar 1. Diagram Jablollsky dari sistem biolun~inisensi 
(Gerasimova and Kudryasheva, 2002) 

Nilai intensitas nlaksinlunl bioluminisensi dalam kehadiran senyawa logain berat dengall 

konsentrasi molar tertentu ( I )  aka11 dibandingkan dengan nilai intensitas 

bioluminisensi tanpa senyawa logam berat (Io, may). Perbandingan (I,l,,/Io,,,l,,) kemudian 

ditulis ulang sebagai (I/Io). Pengaruh kehadiran senyaiira logam berat pada sistem 

bioluilliniseilsi bakteri altan dianalisis dengan parameter-parameter jrang didefinisiltan 

berikut ini: (I/Io),ll,, adalah perbandingan maksimuin dari nilai intensitas biolui~liniseilsi 

dengan dan tanpa kehadiran senyawa logam berat. 

'2. Metode 

Bahan utama yang digunakan pada penelitian ini ialah Luciferase dari bakteri 

Photobacterium phosphoreurn (LBPP) beserta substrat-substratnya (FMNH, O2 dan 

RCOH) dan senyawa logam berat (kobalt, tembaga, timah, merkuri, dan mangan). Bahan 



I 
dasar LBPP di peroleh dalam penelitian sebelumnya (Ratnawulan, dkk, 2005) dan bahan 

dasar substrat dan enyawa logam berat dibeli dari SIGMA. 

Untuk lnencapai tujuan penelitian ini, pola pendekatan ilmiah yang digunakan 
A 

adalah elcsperimen. Pendekatan ekspe~imen . , bertujuan nlengultur perubahan ntensitas 

biolunlinisensi dan quantum yield setelah bakteri-' Photobacterium phosphoret~nz setelah 

diberi logam berat dengan berat molekul, dall jiunlah kation yang berbeda-beda. 

Pellgulturan dilaltuka~l dellgall lllenggunakan ~ljk;ktrofotometer Fluoresensi Model F 

2000. 

LBPP dibagi kedalam 3 1 buah bejana gelas kecil ukuran 5 1111 dengall perincian 

1 tabung diambil sebagai kontrol dan diulur inte~lsitas cahayanpa dengan 

spektrofluororneter melalui injeksi cepat dari 1 1121 dari 5 xloT5 M Fh4NH2 pada 1,2 rnl 
/ 

dari c alnpuran realtsi mengandung luciferase, dodekanal, 0,2 % BSA dan oksigen dalam 

buffer fosfat 0,02 M pada pH 7. Aldehid ditambahkan dalam jumlah optinla1 (sekitar 100 

pL) . Satuan berkenaan aktivitas enzinl yang didapatkan dari pengukuran intensitas 

cahaya ini dinyatalcan dalanl quanta sec-' ml-' enzim, diultur sebagai intensitas 

n~aksimum awal pada saat pencanlpuran pada suhu 2 5 ' ~ .  Sedangkan 30 tabung yang lain 

dibagi lmenjadi 5 bagian dan dilabel dengall cobalt (yang terdiri dari 6 tabung dengall 

ko~lsentrasi cobalt yang berbeda), tenlbaga (yang terdiri dari G tabung dengall konsentrasi 

tenlbaga yang berbeda-beda), timah (yang terdiri dari 6 tabung dengan konsentrasi tilnah 

yang berbeda-beda), lnerkuri (yang terdiri dari 6 tabung dengan konsentrasi merkuri yang 

berbeda-beda) dan mangall (yang terdiri dari G tabung dengan ltonsentrasi mangan yang 

berbeda-beda). Penlbacaall illtensitas dengan spektrofluorometer untuk senlua sampel di 

lakultan setelah canlpuran 1,2 ml dari canlpuran realtsi mengandung luciferase, 

dodekanal, 0,2 % BSA, dan oltsigen dalanl buffer fosfat 0,02 PI pada pH 7, aldehid 100 
I 

. pL dan 20 p1 larutan senyawa logam berat diilljeltsi dengan 1 1111 dari 5 x10-' M FIvfNH2 
8 .  1 

pada untuk 15 menit. Hasil pengumpulan data altan nlendapatltan nilai intensitas 
f , biolulninsensi dan quantum yield terhadap ltonsentrasi loganl berat. 

Nilai paranleter inhibisi intensitas biolunli~lisensi K; dapat dihitung dengan 
! 
i 

i mellggunakan persanlaan lturva peluruhan beriltut : 



dinlana C adalah konsentrasi senyawa logam berat clan A adalah konstanta normalisasi. 

Sedangkan nilai parameter aktivasi intensitas bioluminisensi K: dihitung dengan 

memakai persamaan berikut 
@ 

I 
- = 1 + exp(- K,' .c)" (4) 

I* 
1 I dimana u adalahpower indeb . 

I *  Quantzmz yield biolumillisensi Q didefinislkan sebagai daerah dibawah kurva 

I peluruhan (intensitas terhadap walttu). Quantum yield dalam kehadiran senyawa logaln 

I berat dengan konsentrasi tertentu ditulis (Q) akan dibandingkan dengan nilai guanrum 

I yield tanpa senyawa logan1 berat (Qo). Sehingga nilai parameter inhibisi yield cahaya 

bioluminisensi K,? dapat dihitung dengan mernakai persamaan berikut: 
1 

Q - = B + exp(- K,? .c) (5) 

Qo 
dimana C adalah konsentrasi senyawa logaln berat dan B adalah ltonstanta nornlalisasi. 

! l Sedangkan nilai parameter aktivasi yield cahaya bioluminisensi K: dihitung 

pertamballan awal dari kurva peluruhan dengan memakai persamaan 

berikut: 

Q - = 1 + exp(-K:.c)" ( 6 )  

Qo 

dirnana p adalah polrler indeks . Nilai K:, K:, K:, K;,CZ, P dihitung menggunakan 

I pernodelan kedepan atau inversi dengan bantuan paket program MATLAB versi 
1 

7.0.1.24704 (Release 14). 

Pengaruh dari kation senyawa logam berat pada distribusi kerapatail elektron 

dalam sistem biolunli~lisensi dinyatakan dengan energi bebas Gibbs pellganlbilan 

elektron dari kation logam berat AGO (e) 

AGO (e) = AG("-')+ - AG"+ (7) 

Ciimana AG("-"' adalah energi bebas standar pembentukan ltation yang bermuatan (n)- 

dan dan AG"' adalah energi bebas standar pembentukan kation yang bermuatan (n-lyang 

dihitung berdasarkan energi-energi penlbentukan standar kation-kation dari atom-atom 



i ,  

, bebas dalam vakum dan energi-energi hidrasi standar dari. kation-kation logam berat 

i (Kudryasheva, dkk., 1994 & 2004). 

Energi bebas ~ i b b s  (AG) akan ditentukan berdasarkan nilai berat molekul dan 
8 

berat anion/kation dari senyawa logani berat. Nilai energi elelctron yang diambil dari 

kation dari setiap senyawa Iogan~ berat AG'(~) dil~itung menurut pers. (7). Koefisien 

iilhibisi dan aktivasi dari sistem bioluminisensi K , ~  , K: , K,", dan ~ f ; '  Kemudian 
.I - 

dibandingkan dengan energi bebas Gibbs penganlbila~l elektron dari kation logan1 berat 

AG'(~). Korelasi yang dihasilkan akan menjelaskan pengarub kation-kation setiap logam 

berat pada proses transfer elektron dan pembentukan Iteadaan eltsitasi dalalll sistenl 

bioluminisensi . 

3. Hasil 

Hasil peilgukuran spektrum pemancaran cahaya pada LBPP setelall mengilcat 

substrat terhadap jenis logain berat dapat dilihat pada Gambar 2. 

Y- 
400 

C m - 
2 300 
V) m 
..a .- 
g zoo 
a, 
G 
8 - 
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Gambar 2. Spektrum pemancaran cahaya dari LBPP setelah nlengikat substrat pada 
berbagai jenis logam berat. Intensitas maksinlum tetap terjadi pada panjang gelombang 
526 nm untuk setiap jenis logarn berat. 

I Gambar 2 memperlihatkan bahwa i~ltensitas maksimu~ll tetap terjadi pada panjang 

/ gelombang 526 11111 untuk setiap jellis logan1 berat kollse~ltiasi masing-masing 3 nlgil. 

1 Berdasarkan Gambar 2 terlihat bahwa mangan inempunyai pengaruh yang lebih kecil 



terhadap intensitas pemancaran cahaya daripada logam berat-logam berat lainnya. 

Kehadiran timah, tembaga, kobalt dan mangall menyebabkan i~ltensitas cahaya turun 

sampai 5 1,7 %, 48,l %, 44,2 % dan 36,4 % dari intensitas semula, secara berturut-turut. 
4 

Hasil aktivitas dan quantum .yield' LBPP setelah diberi berbagai jenis logam berat - .  , , 

dengall konsentrasi yang berbeda-beda ditunjukkall oleh Gambar 3 (a) dan (b). 

i Konsentrasi Logam Berat (mg/L) 

' Gambar 3(a). Plot Illtensitas Biolu~llinisensi (I/Io) terhadap konsentrasi logam berat. 

I Konsentrasi Logam Berat (mglL) 

Ganlbar 3(b). Plot kuantum yield terhadap konsentrasi logam berat 

t 

Kecendrungan grafik intensitas biolunlinisensi dan quantum yield terhadap intensitas 

luminisensi LBPP alcibat adanya logam berat nlenunjukltan pola yang sama. Pada 

konsentrasi 2,5 mglL alctivitas logail1 berat Cobalt (Co) menunjukkan penurunan yang 

lebih besar dibandingkan dengan logam berat yang lain. 



Dari Gambar 3 kemudian dilakukan perhituilgan untuk melihat koefisien inhibisi 

dan aktivasi dari LBPP akibat diberi logam berat. Perhitungan dilaltukan berdasarkan 

liubungan nilai intensitas rnaksimum biolurninisensi dalam kehadiran senyawa logarn 
4 

berat dengan konsentrasi molar t e r t k h  dibandingltan dengan nilai intensitas 

bi'oluniinisensi tanpa senyawa logam berat (Io, ,,,&). Hasil Perhitungan parameter inhibisi, 

aktivasi dan enrgi bebas Gibbs ditunjukkan pada Tabel 1. 

Tabel 1. Parameter inhibisi, aktivasi dan energi b&as Gibbs akibat diberi logan1 berat 

i 
I 
1 Karakteristik Inhibisi dan Aktivasi dari logam berat pada sistem Biolunlinisensi Bakteri 

I Photobacferiun~ phosphorrum diperlihatkan pada Garnbar 4 berikut. i 



;. Galnbar 4. Korelasi koefisien inhibisi dengall en"ergi bebas Gibbs dan berat at0111 logam 
' .  Berat , .. 

Pola pada Gambar 4 dapat digunaltan untult menjelaskan pengarul~ kation pada 

proses transfer elektron dall sisteln bioluminkensi. Kation dapat berartisipasi dalnl 

distribusi kenlbali kerapatan elektron dalln realtsi Itimia dan dalain pembentultan Iteadaan 

eksitasi elektron. Pola ini nlenjelasltan bahwa aktivasi biolu~llinesensi diobservasi dalam 

kehadiran logan1 berat dellgall nilai AGO (e) yang lebih tinggi, yang ~neinperlihatkan 

kemungkinan paling rendah dari pe~lgganta~l elektron dengan kation. Inhibisi 
1 

bioluminisensi diobservasi dalam kehadiran logam berat AGO (e) yailg lebih rendah. 

Hasil pemberian beberaya jenis logan1 berat pada sistem biolu~ninisensi dari 

bakteri nlenyinlpiilkan bahwa kation dari logam berat berar-tisipasi dalm distribusi 

kembali kerapatan elektron dalnl reaksi ltimia dan dalaln pembentultan lteadaan elcsitasi 

elektron. Aktivasi biolulninesensi diobservasi dalam kehadiran logan1 berat dengan nilai 

AGO (e) yang lebih tinggi, yang ~nemperlillatkan kemungkinan paling rendah dari 

penggantan elektron dengan Itation. Inhibisi biolunlinisensi diobservasi dalanl ltehadiran 

logan1 berat AGO (e) yang lebih rendah. 
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ABSTRACT 

.I L (Deleted: s 

Tlie activatiori energy characteristics of each reaction step. in the luciferase-catalyzed 

luminescence 01' Pho~obz,c~er-i~ir~~ plio.sl~l.~or.e~ir~~ bacleria were examined using the 

MNDO-PM3 ~nethods. The biolurni~iescence reaction is divided into four intermediates, 
/ _ 
j Deleted: iz 

- r-. -- - .--'-.~L= 
i.e. intermediate 1, 2, 3 and 4. It sho~vs  that the deprotol1,ation at N I  site of FMNH:! by 41 Deleted:, - 

? 
active site is experiencing an activation energy as niuch as 67 kcalimole to form 

intermediate state (IS)-I. The IS-l reaction \\?it11 01 is expel-iencing an activation energy 

as much as 18.5 kcal/mole to form IS-2. The IS-2 reaction wit11 RCOH is experiencing an 

activation enel-_py as much as 20 kcal/~nole to form IS-3. RCOOH molecule is then 

1 ( releared from IS-3 to form IS-4 which is an excitation condition (IS-4'). The change of 

I l the Gibbs free energy for the excitation condition is 59.22 kcallmole. This condition 

I !  coincides closely with the result obtained from the ~neasul-ement of light wavelength that 

gives the change of  Gibbs fiee energy of about -55.22 kcali~nole. 



INTRODUCTION 

InJk~s sea region of Indonesia, ~lr.e found squids Loligo duvazicelli tliat could emit light as 

a result of their sylnbiosis wit11 bacteria Phofobncleriztrn yhosl~horeum \xh4t!~.live in their 

light-organ. The phenon~ena of this biolu~ninescence are exceptionally interesting for 

fi~rtlier assessment since it becomes a remarkable .sample of nature photonic 

nanofabrication. The process of light emission at lumine~ence bacteria is involving dl 

enzyme, Juciferase, arid catalyzed three substrates, i.e. reduced flavin ~iiononucleotide 

(FMNH?), oxygen molecule (02), and long c h a i ~  aldehyde (RCOH). Li'tlesc. reactions 

would release flavin (FMN), long chains fatty acid (RCOOH), water ~noleccrle (HzO), 

wl~ile at the same time emitting visible light ( 1 ~ )  (I). Tlie biolu~ninescence reaction 

could be divided into four key intermediates, i.e. intermediate 1 ,  2, 3 and 4. The 

intermediate I is tlie colldition of FMNH? substrate bound,to luciferase, inte~mediate 2 is 

tlie condition of 0 2  substrate addition to inter-mediate I ,  intermediate 3 is the condition of 

RCOH substrate addition to intermediate 2, and intermediate 4 is the excitation state that 

w o u l d ~ . c i ~ ~ ~ . ~ ~ i  to the ground state while at tlie same time it is emitting the visible light. 
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Former. r.zsea~clie~.s already r.evealg4 the a~tivity patterns of ,cai'.Ii\ .intermediate fi.om 

other lumir~escence bacteria (2,3) and the potential-energy profiles for several possible 

. . . . .  
nieclianisms ~i~~voI~<i~~g-t l ie  O2 addition . . to I ,5H2-FMN .. , . . to form the intermediate 2 in the 

luciferase reactions (4,5,6).,ll0~,.veve1. the . development . of excited state condition fulfilled 

at the bacteria, still could not be explained yet. According to these facts, it follows that 

the jnai!.~ objective of this sti~dy is to identifjt the de\~elopnient of excited . state . condition 

~. 
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at Pholobacteri~lin phosl?horeunz bacteria isolated fro111 the Indonesian marine squids. 
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This study is, based on the c l e l i ~ ~ e : i t i ~ . ~ ' ~ ? j ~ p l i y s i c a l  cliaracteristics of the light emission by 

bacteria obtained from the experimental measi~ren~ents (7) and tile physical ........ . -- 
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characteristics of the excitation conditions ~biained'i'~i,~!~,,gr~~~i~!i!(~!~:i<!~~,.~~!i;tl>~i~;. 111 this 

case, the development of llie excitation state co~lditionr, of lucife~.ase bacteria 

I 

Phofobacler-ium phosphoreum (LBPP) is s t~~died  on the basis of " tive-step   nod el" of 

reactions in which a general acid (A) residue and a general base (B) residue function as 

proton acceptor and donor, respectively: 4 

I 
I 
i FMNH? + A  FMNH- +A[-l ' (1-1) 

; FMNH- + O2 3 FMNHOO- ( 1-21 
I i 1 ; .  FMNHOO- + B H  3 FMNHOOH + B' ( 1-31 

i i FMNHOOH + RCOH 3 FR.?NNOO-CHOH-R (1-4) 
? 

FMNHOO-CHOH-R - RCOOH 3 FMNHOH* ( 1  - 5 )  
i 
I 

Based 011 this study, jl~(>:li.,:~iiii' (Asn) and ,!\.:i!:i: (Lys-H) were chosen as representative 

catalytic residues involved in the protonation (A)  a n d  depl.o[onation processes (B) (8). 

, . . . . . .  - .. - ......... 

! Deleted: Asl)aragilie 
> ......... .--m.i.-=. - ..;, T-.-...V 

Formatted: English (U.S.) 
:. -;; ; .... --=. . .  -- . > - 
i Deleted: Lysi~le . - -  . .  .=.- .. =:-. ...- . 
(Formatted: \... English (U.S.) ........ . .- .- 

I 
I METHODS 
I 
I 
I 

Geometrical structure and electronic states of each molecule i n  Eq. (1-1) to (1 -5) were 

I optimized with respect to the total energy of those reaction systel~is by the MNDO-PM3 

1 .  
I ~netliod (9). I n  order to obtain the potential energy curve for each reaction of Eq. (1-1) to 
1 
I * (1-5), the total energy o f  a system consisted of t\vo molecules interacting with each other 

was minimized using the MNDO-PM3 method by varying all geo~iiet~.ical parameters, jjj: 

theexceptjor~ of the molecular distance R. The potential energy cul.ve is slioi.~11 as the 

4 
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I IIESULTS AND DISCUSSION 

F 

I The dependency of  the potential energy (AE) and that of net cRarge (Q) at the N(I) site in 

A 

' , 

total energy difference AE = E(R) -,Eo, wtikre E(R) and Eo are the total energy at distance 

R and at reference distance 4 A respectively. I t  was found that the obtained potential 

< - 

$ FMNHz at the molecular distance R for reaction Eq. I - I  are shown in  Fig, la and I b I : 

I energy curve is a solution Ibr each reaction path within tlie fi.a~nework of our riiodel. 

% I-espectively. R is defined as the distance between the N(1) site i n  FMNHz and the . , . .  ~ ~ . .  .~ ~ 

I .. Deleted: ~ . . .  On s 
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terminal 0 atoni in the -H?NO group of the Asn side-chain. 5tarting the calculation at R i Formatted: English (u.s.) I .. i 

1 ;  
; = 4 A, tlie conjugated plane of  the FMNHz ring \\/as within tlie plane of the -H2N0 

QI.OLIP in Asn. The potential energy AE is depicted in Fig. l a  relative to the total energy of 

the system at R = 4 A (i.e. A E  = ET[R] - ET [4 A]). TIie energy barrier (E,) was estimated 

, to be 3.9 kcal/mol at R = 2.4 A and a proton is transferred from the N(1) i i i  FMNH:! to 
, -  

the Asn when the distance between the proton donor and acceptor group ~.eaclies R = 2.4 

I .  On the other hand, QNiand Qc4a were alrnost constant as R clecreased from 4 A. But  

1 > i 1  was drastically   educed upon proton subtraction. 

! 'Figure I > 

I the 0 2  addition ~'eaction (Eq.l-2), Fig. 2 slio\us the AE and Q at OA sites in 0 2  as a 

I .nction of 11, where R is the distance from the Cd, site i n  FMNH- to the OA ato~n in  02. 

i 1 is about 18.5 kcal/mol at R = 2 A and the addition of O2 to the C4a site in FMNI-1- 
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r 

occures at 2.2 A (Fig. 221). As  shown , . i n ~ i g : '  2b, Q reli~aines essentially constant for each 

of OA, Ns and C4,, when R decreases from 4 A to 2.2 A, and then QoA and QNS decrease 

, . .. - 
and Qc4a increases. 
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Tlie depelidency o f  AEi f i the proton additiori reaction (~4. 1-3) and that o f  Q at O,., atid ! Formatted: -. ~ .. English - ,. (u.s.) . .. 

I Oo sites in  FMNH-4aOO- on  R are s l io~vn in  Fig.3, wliere R is defined as the distance 

1 .  

between the N atom in  the terminal amino _gl.oup o f t l i e  Lys-l-l and tlie OB site in  FMNH- 

I 4a00..  I t  is found that a proton can spontaneously ~nove  from Lys-H to FMNH-4aOOF at 

R = 3 A due-to tlie ban-ierless potential-energy curve (Fig.3a). On the other hand, Qoo 

drastically increases and reaches the level o f  QoA at the point when a proton transfer 

I takes place (Fig. 3b). 
I 

.- 
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The dependency ot'AEg!mthe aldehyde addition reaction (Eq. 1-4) and that o f  Q at Oa ! . Formatted: . . - . English . . . . . . . - - (u.s.) . - . - 

and Oe sites in FMNHOOH o n  R are shown in Fig.4, ~\lliel.e R is defined as the distance 

between the OB site in FMNHOOH to the CFI atom in aldehyde. E, is about 20 I<cal/~nol 

I at R 4 . 6  A (Fig. 4a) and the addition a pi-oton o f  Oo to 0 . 4  at0111 i n  FMNHOOH occures 



, , 

, . ! Deleted: I'or 

,'~ 

.. . -- =-: =.- 
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FMNIiOOCHOIiR are shown in Fig. 5. I t  was I 'hnd that the RC001-I molecule is 

spontaneoi~sly released from FMNHOOCHOHli  at R = 1.7 A (Fig. 5a). On the other 

hand, QOB and QO.\ increase and level o f f  at 1.7 k and 2.6 A respecti\lelly \vlien proton 

Tlie net charges ol'five atomic sites for reaction Eq. ( I  -1) to ( I  -5) and the change in tlie 

I length o f  selected bond in each flavin species for tlie same reaction are si~rnal.ized in Fig. 

I 

I Ga and Gb. By deprotonation o f  N(1) site o f  FMNH2. the net charge o f  the isoallosazine 

I : 
part o f  FMNH' decreases to a subs tan ti all!^ niore negative value (Fig. Ga). Upon 

successive O2 addition at tlie C4a site o f  FAINH- to produce FMNH-4aOOm, tlie net 

charge o f  tlie isoallosazine part increases to about the o~.iginal level in the FMNIi2.  This 

rise in tlie net charge is essentially a consequence o f  tlie increase o f  net charge at the C4a 

I site (Fig. Ga). On tlie other hand, bond distances for C4-C4a and C4a-ClOa are 

significantly lengthened, whereas those o f  N 10-C l Oa and N I -C l  On are shortened upon 

I O2 adition at the C4a site in  FMNH-  (Fig. Gb), 

According to tlie five-step model shoc\ln in Eq. (1 -I) to ( 1  -9, tlie energi-opti~iiized level 

of eacli o f  these flavin intermediates is  depicted in Fig. 7. Tlie co~iipulatiolial analysis o f  
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. 
tlie excitation condition development i'n ~hotobnctq-ium phosphoreurn lu~niliescence has 

I \ .  Deleted: 12 - - 
co~icluded that the deprotol~ation at N l  site of FMNH? by Asn's active site is 

esperiencing an activation energy as much as 67 <<al/li~ol to form intermediate slate 

i (IS)-I. The IS-] reaction ~ 4 t h  O:! is experiencing an activation energy as m ~ ~ c l i  as 18.5 

I kcal/~iiol to form 1s-2. The 1s-2 I-eaclion \vitli RCOH is experiencing an activation energy 

I as much as 20 kcallmol to form IS-3. RC001-I 111o1ecJ1e is then released from IS-3 to 

I form intermediate IV*, which is called as an excitatid'll state (ES). The change of  the 

i Gibbs fiee energy for the excitation state is 59.22 kcal/~~iole. This condition coincides 

closely with the result froni the measureme~~t of light ~vavelengtli that give tlie change of  

I Gibbs free energy of about -5.522 kcal/rnoIe (7). Therefore, the proposed mechanism for 

I the develop~nent of the excited state beconies the due for the bioluminescence process i n  

Photobacteririnl phosphorez~in bacteria. 
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