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Aplikasi spektroskopi optik untuk mengkarakterisasi konformasi
 protein dan perubahannya
 Dr. Rukman Hertadi
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Bagian I
 SPEKTROFOTOMETER UV/VIS
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Transmitan (T) dan Absorban (A)• Intensitas sinar datang, Po,
 akan berkurang akibat:– Peristiwa pemantulan sinar
 oleh dinding antarmuka sel.
 – Akibat scattering oleh molekul yang besar.
 – Absorpsi oleh bahan material dinding sel.
 • Untuk mengkompensasi efek di atas, kekuatan sinar yang dilewatkan oleh larutan sampel biasanya dibandingkan dengan kekuatan sinar yang dilewatkan oleh sel yang sama/identik yang hanya mengandung pelarut.T = Plarutan / Ppelarut = P / Po
 SinarDatang, Po
 SinarKeluar, P
 A = log ( Ppelarut / Plarutan )A ≈≈≈≈ log ( P / Po )
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Hukum Beer• Hukum Beer, menyatakan hubungan yang linier
 antara absorban dan konsentrasi.
 • Bila terdapat lebih dari satu senyawa yang menyerap yang tidak bereaksi satu sama lain, maka
 Atotal = A1 + A2 + … + An
 bcP
 PTA o ε==−= loglog
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Penyimpangan terhadap hukum Beer
 • Konsentrasi tinggi (biasanya > 0.01 M)– Mempersempit jarak antar molekul absorber hingga
 dapat saling mempengaruhi distribusi muatan molekul tetangganya.
 – Mempengaruhi nilai indeks bias (n) larutan. Untuk mengoreksi ε harus diganti dengan εn / (n2 + 2)2
 • Disosiasi, asosiasi absorber, atau reaksi dengan pelarut menghasilkan produk yang memiliki spektrum absorpsi berbeda.

Page 6
						

Absorpsi
 • Absorpsi UV/VIS suatu absorber M dapat dianggap terjadi dalam dua tahap:– Pertama � eksitasi elektronik
 M + hv � M* (spesi yang tereksitasi)Lifetime spesi M* ~ 10-8 – 10-9 detik
 – Terminasi M* melalui beberapa proses relaksasi.• Pengubahan energi tereksitasi menjadi kalor
 M* � M + kalor• Pada saat relaksasi, dapat juga terjadi dekomposisi M*
 menjadi spesi baru. Peristiwa ini disebut reaksi fotokimia.• Terjadi reemisi radiasi fluoresensi atau fosforesensi
 M* ���� M + hv’
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Aplikasi UV/VIS
 Absorpsi UV/VIS biasanya terjadi sebagai hasil dari eksitasi elektron ikatan, akibatnya:
 – Panjang gelombang puncak absorpsi dapat dikorelasikan dengan jenis ikatan dalam spesi yang dipelajari.
 – Dapat digunakan untuk mengidentifikasi gugus fungsi molekul absorber.
 – Menentukan konsentrasi senyawa yang mengandung gugus pengabsorpsi.
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Tipe elektron pengabsorpsi
 Elektron yang berkonstribusi pada absorpsi suatu molekul organik adalah:
 – Elektron yang berpartisipasi langsung dengan pembentukan ikatan antar atom, sehingga berkaitan dengan lebih dari satu atom
 – Elektron non-ikatan terluar yang terlokalisasi, seperti pada atom oksigen, nitrogen, sulfur dan halogen.
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Orbital molekul
 • Bila dua orbital atom bergabung hingga overlap (dalam pembentukkan ikatan kovalen), maka akan terbentuk orbital molekul ikatan berenergi rendah dan orbital molekul antibondingberenergi tinggi.
 • Elektron dari suatu molekul akan mengisi keadaan dasar dari orbital molekul ikatan.
 E
 Bonding
 antibonding
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Tipe orbital molekul• Orbital molekul yang
 berasosiasi dengan ikatan tunggal pada molekul organik adalah orbital sigma (σ).
 • Orbital molekul berasosiasi untuk ikatan rangkap ada dua: orbital sigma (σ) untuk pasangan yang satu dan orbital pi (π) untuk pasangan yang lain.
 • Untuk orbital nonbonding disimbolkan dengan n.
 Orbital σ
 Orbital π
 H C C
 H
 H
 HH
 H
 H C C
 H
 H
 HH
 H
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Transisi elektronik: σσσσ ���� σσσσ*Empat transisi eletronik yang mungkin:Transisi σσσσ ���� σσσσ*. Transisi ini memerlukan energi yang sangat besar yang sebanding dengan frekwensi radiasi daerah UV vakum. Contohnya:-Metana (CH4) � λmax = 125 nm-Etana (C2H6) � λmax = 135 nmMengapa λλλλmax untuk etana lebih panjang dari pada metana? σ
 π
 n
 σ*
 π*
 Bonding
 Bonding
 Nonbonding
 Antibonding
 Antibonding
 σ�
 σ*
 Ene
 rgi
 π�
 π*n �
 σ*
 n �
 π*
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Transisi n � π*• Senyawa karbon jenuh yang
 memiliki atom dengan pasangan eletron bebas (tidak berikatan) dapat melakukan transisi n � π*.
 • Transisi ini dapat berlangsung oleh radiasi pada panjang gelombang 150-250 nm, dimana sebagian besar puncak absorpsi terjadi pada λ lebih pendek dari 200 nm.
 • Serapan maksimum cenderung bergeser pada λ lebih pendek dengan adanya pelarut polar, seperti air dan etanol.
 Contoh:
 Zat λλλλmax(nm) ∈∈∈∈max
 -----------------------------------H2O 167 1480CH3OH 184 150CH3Cl 173 200CH3I 258 365(CH3)2O 184 2520CH3NH2 215 600(CH3)3N 227 900----------------------------------
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Transisi n � π* dan π � π*
 Transisi n ���� ππππ*• Absorptivitas molar
 umumnya rendah berkisar antara 10 – 100 L cm-1
 mol-1
 • Bertambahnya polaritas pelarut akan menyebabkan pergeseran λmax ke nilai yang lebih pendek (efek hipsokromik).
 Transisi ππππ ���� ππππ*• Absorptivitas molar
 umunya tinggi berada pada kisaran 1000 –10.000 L cm-1 mol-1.
 • Bertambahnya polaritas pelarut akan menyebabkan pergeseran λmax ke nilai yang lebih panjang (efek batokromik).
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Kromofor organik----------------------------------------------------------------------------------Kromofor Contoh Pelarut λmax(nm) ∈max Tipe transisi----------------------------------------------------------------------------------Alkena C6H13CH=CH2 n-heptana 177 13.000 π � π*Alkuna C5H11C≡C-CH3 n-heptana 178 10.000 π � π*
 196 2.000 -225 160 -
 Karbonil CH3COCH3 n-heksana 186 1.000 n � σ*280 16 n � π*
 CH3CHO n-heksana 180 besar n � σ*293 12 n � π*
 Karboksil CH3COOH etanol 204 41 n � π*----------------------------------------------------------------------------------
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Efek konjugat dari kromoforDalam orbital molekul, elektron π dapat terdelokalisasi oleh konjugasi. Efek dari delokalisasi ini adalah menurunkan tingkat energi orbital π*. Akibatnya absorpsi maksimum akan bergeser ke λ yang lebih panjang.Contoh:-------------------------------------------------------------------------------------------------Senyawa Tipe λλλλmax(nm) ∈∈∈∈max-------------------------------------------------------------------------------------------------CH3CH2CH2CH==CH2 Olefin 184 10.000CH2==CH(CH2)2CH==CH2 Diolefin (unconjugated) 185 20.000H2C==CHCH==CH2 Diolefin (terkonjugasi) 217 21.000H2C==CHCH==CHCH==CH2 Triolefin (terkonjugasi) 250 -CH2==CHCOCH3 α,β-unsaturated ketone 324 24-------------------------------------------------------------------------------------------------Efek konjugasi adalah aditif.
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Kromofor UV di dalam protein
 Daerah UV dekat dari spektrum (250-350 nm) mengandung transisi π�π* energi terendah dari tiga asam amino aromatik: fenilalanin, tirosin dan triptofan. ------------------------------------------------------------------
 Asam amino λmax(nm) ∈(mM-1cm-1)------------------------------------------------------------------Fenilalanin 257 0.2Tirosin (pH 7.4) 275 1.4Tirosinat (pH 12) 294 2.3Triptofan 280 5.6------------------------------------------------------------------
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Aplikasi UV untuk analisis protein
 • Analisis kwantitatif– Penentuan konsentrasi
 – Penentuan jumlah Tyr dan Trp yang terekspos pada permukaan protein
 • Analisis unfolding/refolding• Analisis struktur sekunder• Interaksi protein-ligan
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Metode Warburg-Christian
 • Prinsip: Metode ini didasarkan pada absorbansi Tyr and Trp pada 280 nm.
 A280 = ε × l × [protein]• Molar absorptivitas (ε) harus ditentukan baik
 secara eksperimen maupun melalui perhitungan.
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Penentuan koefisien extingsi molar dari protein
 • Dari hubungan Beer-Lambert diketahui bahwa untuk menentukan konsentrasi perlu diketahui besarnya koefisien extingsi molar dari suatu sampel.
 A = ∈ x c x l• Hanya Trp, Tyr dan ikatan disulfida yang memberikan
 absorban dari protein pada panjang gelombang UV biasa (270 nm-300 nm).
 100120120127145125Cystine
 560056905660560054005500Triptofan
 120012801345140014501490Tirosin
 282280279278276
 Nilai ∈∈∈∈(M-1cm -1) untuk senyawa model dalam 6.0 GdmCl pada panjanggelombang (nm)
 Nilai rata-rata dari∈∈∈∈280(M-1cm -1) dariprotein nativ
 Kromofor
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Metode 1: Perhitungan koefisien extingsi molar dari suatu protein
 1. Pastikan bahwa protein tidak mengandung ligan atau gugus prostetik yang menyerap pada λ antara 250 –300 nm.
 2. Hitung jumlah residu Trp (nTrp) dan Tyr (nTyr) dalam urutan protein.
 3. Hitung jumlah ikatan disulfida. Bila jumlahnya tidak diketahui, ikuti asumsi berikut:
 � Untuk protein sitosolik jumlah ikatan disulfidanya adalah nol� Untuk protein yang disekresi, jumlah ikatan disulfidanya adalah
 nSS = nCys/2
 4. Hitung nilai koefisien extingsi molar dengan persamaan berikut
 ∈∈∈∈280[M-1cm -1] = 5500 ×××× nTrp + 1490 ×××× nTyr + 125 ×××× nSS
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Metode 2: Penentuan extingsi molar dari protein native dan unfolded
 1. Siapkan dua larutan protein (nativ dan denatured) dengan konsentrasi yang sama.
 2. Ukur absorban kedua protein pada panjang gelombang 276, 278, 279, 280, dan 282 nm.
 3. Karena [protein] pada kedua sampel sama, maka
 CN = CD
 AN / ∈N = AD / ∈D
 ∈N = ∈D × (AN / AD)4. Untuk menghitung ∈D pada berbagai panjang
 gelombang gunakan persamaan pada metode 1
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Koreksi untuk asam nukleat
 • Asam nukleat menyerap kuat pada 260 nm, sehingga harus ada koreksi bila asam nukleat ada dalam larutan protein.
 • [Protein] kasar dapat dihitung dengan formula Schleif-Wensink (1981)
 [Protein], mg/ml = 1.55A280 –0.76A260
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Koreksi terhadap scattering• Bila ukuran protein, terutama
 kompleks protein kira-kira sebanding dengan panjang gelombang pengukuran (biasanya memiliki jari-jari > 10 nm), maka jumlah caya yang di scattermenjadi signifikan, menghasilkan kenaikan nilai kerapatan optik (OD).
 • Menurut teori scattering cahaya Rayleigh, intensitas cahaya yang discatter sebanding dengan 1/λ4. Jadi adanya scattering biasanya teramati oleh adanya absorbansi yang menurun pada nonabsorbing region (>320 nm).
 • Koreksi terhadap scattering:OD(280) = 10[2.5logOD(320) – 1.5logOD(350)]
 Spectrum kompleksProtein PRP-OMPC
 logOD-logλ antara320-350 nm
 Spektrum terkoreksi
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Koreksi scattering dengan spektrum turuan kedua
 • Spektrum turunan kedua hanya sensitif terhadap fine spectral feature dari asam amino aromatik tetapi tidak terpengaruh oleh adanya pita spektrum yang melebar sebagai efek dari scttering.
 • Puncak turunan kedua juga memenuhi hukum Lambert-Beer dan dapat diintegralkan untuk mendapatkan konsentrasi.
 Original spectrumLight scattering-Corrected spectrum
 +
 Light scatteringcomponent

Page 26
						

Metode beda spektra tirosinat• Metode yang lebih akurat dalam menentukan [protein] adalah
 didasarkan pada perubahan absorban dari residu Tyr bila terionisasi pada pH tinggi.
 • Metode di atas didasarkan pada fakta :1.Beda koefisien extingsi untuk Tirosinat minus Tirosin relatif
 konstan pada sebagian besar protein.2.Transisi π � π* untuk Trp tidak dipengaruhi oleh kenaikan pH
 • Konsentrasi protein ditentukan dalam mM[Protein] = (∆A295 nm/2,330 x N) x 10
 – ∆A295 nm= A295 nm dari beda spektrum antara pH 12.0 – pH 7.4– 2,330 = beda koefisien ekstingsi molar antara tirosinat – tirosin– N = jumlah residu Tyr dalam protein– 10 = Faktor pengenceran
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Penentuan jumlah Tyr dan Trp yang terekspos pada permukaan protein
 TyrTrp Terekspos
 Ke solvent
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Solvent Perturbation SpectroscopyPrinsip:“Residu yang terekspos dipermukaan akan mengalami perubahan lingkungan bila komposisi pelarut diubah, sedangkan residu yang terkubur di dalam interior protein, bila tidak ada denaturan, tidak dipengaruhi oleh komposisi pelarut”
 TyrTrp Terekspos
 Ke solvent
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Solvent Perturbation Spectroscopy• Bila absorpsi UV suatu protein
 diukur dalam suatu buffer tertentu dan kemudian diukur kembali pada buffer yang mengandung 20% etilen glikol, maka perbedaan yang terukur dapat dihubungkan dengan residu yang terdapat pada permukaan protein.
 • Perbedaan ini dapat diperjelas dengan mengambil beda antara dua spektra. Contoh beda spektra untuk Tyr dan Trp yang diukur pada buffer yang mengandung dan tanpa 20% etilen glikol.
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Solvent Perturbation Spectroscopy
 Koefisien extingsi molar N-asetil tirosin ester (Tyr) dan N-asetil triptofan etil ester (Trp) untuk berbagai perturbant dalam larutan air.
 187.094.3286.06.2192.2292.520% Glukosa
 46.1118.0285.56.6192.2292.520% Sukrosa
 79.8195.6285.012.9304.4292.020% Glicerol
 92.1172.2285.516.1305.1292.020% Etilen glikol
 213.7168.4286.035.5489.5292.520% DMSO
 75.5135.9285.516.8235.4291.520% Metanol
 -67.1-120.0285.5-12.2-203.6292.090% D2O
 TyrTrpTyrTyrTrpTrpPerturbant
 ∆∈ pada λmax Tyrλmax∆∈ pada λmax Trpλmax
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Aplikasi Solvent Perturbation Spectroscopy
 • Penentuan jumlah Tyr dan Trp yang terekspos ke solvent.• Tyr dan Trp dalam protein akan memberikan spektra yang
 overlap. Oleh karena itu kita harus mengamati perubahan pada lebih dari satu panjang gelombang.– Contohnya bila digunakan 20% etilen glikol sebagai perturbant.
 Diketahui bahwa λmax untuk beda spektra Tyr dan Trp adalah masing-masing 286 dan 292 nm. Beda koefisien extingsi molarnya juga telah diketahui dari tabel. Untuk menghitung jumlah residu Tyr dan Trp dipermukaan protein, kita gunakan metode Herskovits dan Sorensen:
 ∆∈∆∈∆∈∆∈292 = (a) ∆∈∆∈∆∈∆∈Trp292 + (b) ∆∈∆∈∆∈∆∈Tyr
 292
 ∆∈∆∈∆∈∆∈286 = (a) ∆∈∆∈∆∈∆∈Trp286 + (b) ∆∈∆∈∆∈∆∈Tyr
 286
 Atau∆∈292 = 305.1(a) + 16.1(b) ∆∈286 = 172.2(a) + 92.1(b)
 – Dimana a dan b berturut-turut menyatakan jumlah asam amino Trp dan Tyr yang terdapat pada permukaan protein
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Analisis Unfolding/Refolding dengan spektroskopi UV
 Folded(N)
 Unfolded(U)
 Raising temp.Exposing to denaturantChanging pH
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Folded-Unfolded Difference Spectra• Saat protein unfold, residu
 asam amino yang terkubur di dalam interior non-polar dari protein akan terekspos ke dalam pelarut. Diantara residu yang terkubur ini seringkali terdapat tirsoin dan triptofan.
 • Secara kualitatif unfolding memberikan efek yang sama seperti solvent perturbation. Contoh BSA memberikan pergeseran biru setelah diekspos ke dalam larutan GuCl 6M.

Page 34
						

Titrasi protein dengan denaturan
 Titrasi BSA dengan guanidine hydrochloride diukur berdasarkanbeda absorbansi pada 287 nm antara sampel minus spektrumnativ
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Kurva unfolding protein• Konversi hasil pengukuran Y baik
 sebagai hasil dari spektroskopi fluoresensi, CD, UV dll, bila kita dapat mendefinisikan nilai unik untuk suatu protein pada keadaan terdenaturasi YD dan keadaan nativ YN, maka nilai pengukuran pada setiap kondisi larutan dapat dituliskan:
 Y = fDYD + fNYN atauY = fDYD + (1 – fD)YN
 sehingga
 fD = (Y – YN) / (YD – YN)
 • Bila mengambil data dari beda spektra UV, maka ∆A = X – XN.
 Plot fraksi denaturasi (fD) untuk BSAsebagai fungsi dari konsentrasi Gdn.Pada kasus ini YD dan YN adalah0,11138 dan nol. SehinggafD = ∆A/0,11138
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Energi bebas Gibbs untuk reaksi denaturasi
 N ↔ DK = [D]/[N]
 K = fD/fN = fD/(1 – fD)
 ∆G = -RT ln K
 ∆∆∆∆GH2O
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Perbandingan kurva unfolding protein hasil pengukuran dengan UV, fluoresence, dan CD

Page 38
						

Kinetika proses refolding protein
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UV spectra untuk RNAse T1 wild type dan varian Trp59Tyr
 WildType
 Trp59Tyr
 Puncak Tyr(287 nm)
 Puncak Trp(292 nm & 300 nm)
 NativeUnfolded
 RNAse T1Wild type: 1 Trp; 9 TyrTrp59Tyr: 10 Tyr
 turun
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Analisis Struktur Sekunder protein dengan spektroskopi UV
 Aplikasi spektroskopi UV jauh
 250 nm Batas limit instrumen(200 dan 180 nm)
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Spektrum UV jauh struktur sekunder protein
 • Ikatan peptida menyerap pada 200 dan 220 nm.
 • Ikatan peptida dalam bentuk struktur sekunder α-helix, β-sheet dan random coil memberikan spektrum UV jauh yang berbeda.
 • Masalah:– Kontribusi rantai samping asam
 amino yang mengaburkan puncak ikatan peptida.
 – Pengaruh dari perubahan konformasi.
 Spektrum UV jauh untuk poli-L-lisinhidroklorida. Random koil diukur padapH 6,0 dan 25 oC; α-helix diukur pada pH 10,8 dan 25 oC;β-sheet diukur pada pH 10,8 dan 52 oC.
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Interaksi Protein-Ligand dengan spektroskopi UV
 Aplikasi dari spektrum UV turunan kedua
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Keuntungan spektra turunan kedua
 • Spetra turunan kedua dapat menekan broad spectral feature sebagai akibat dari adanya– Serapan sistein– Light scattering– Absorban beberapa komponen buffer– Absorban kofaktor
 • Dapat memperlihatkan dengan jelas karakteristik spektra asam amino aromatis di dalam protein.
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Analisis interaksi protein-ligan dengan spectra turunan kedua
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Spektrofotometer Fluoresens
 Bagian II
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Spektroskopi Fluoresensi:
 Proses Absorpsi• Apabila saat molekul dikenai cahaya
 (gelombang elektromagnetik) terjadi transformasi dari ‘ground’ state ke ‘excited’ state, maka energy foton yang diserap dari cahaya sebanding dengan beda energy dari kedua state ini.
 – UV dan VIS memiliki λ berkisar antara 200-800 nm atau sebanding dengan energi sekitar 14.3-35.8 kcal/mol.
 • Absorpsi cahaya menyebabkan transisi elektronik dari atom atau molekul.
 – Untuk atom: transisi elektronik melibatkan promosi elektron orbital dari kulit terluar ke orbital yang kosong.
 – Untuk molekul: transisi elektronik melibatkan promosi elektron dari ‘the highest occupied molecular orbital’ (HOMO) ke ‘the lowest unoccupied molecular orbital’(LUMO). Proses ini di atur dengan aturan seleksi dan peluang absorpsi foton yang direfleksikan dengan besarnya nilai molar absorptiviti, ε (M-1 cm-1).
 S0
 S1
 ∆E = hc/λ
 π
 π∗
 π π∗
 Energy
 π
 C C
 C C
 C C C C
 σ∗
 π σ∗
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Fenomena Fluoresensi dan Fosforesensi
 • Fluoresensi adalah emisi dari suatu singlet state, dimana spin elektron dalam molekul berpasangan.
 • Fosforesensi adalah emisi dari triplet excited state. Eksitasi triplet melibatkan perubahan orientasi spin dan ada tiga kemungkinan orientasi, sehingga disebut sebagai triplet.
 Ground Singlet
 +
 Triplet
 - - -
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Diagram JablonskiE
 nerg
 i
 S0(0)
 S1(0)
 S2(0)
 T1(0)
 A
 3
 1
 2PR NR
 ISC
 hυυυυ
 I
 I
 I
 I
 I = internal conversionPR = photoproduct formationNR = non-radiative deactivationISC= intersystem crossinghυ = radiative or fluorescence process
 Kompetisi prosesdeeksitasi
 4Phosphorescence
 A
 Panjang gelombang �
 S4 S3
 S2
 S1 FluorescencePhosphorescence
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Berbagai proses deeksitasi
 M(S1) + Acceptor � M(S0) + Acceptor kETResonance energy transfer
 M(S1) + [Q] � M(S0) + [Q] kQ[Q] Quenching
 M(S1) � M(S0) + hυ kRRadiative (fluoresence)
 M(S1) � M(S0) kNRNon-radiative relaxation
 M(S1) � Product kPRPhotochemistry
 M(S1) � M(T1) kISCIntersystem crossing
 M(S0) + hυ � M(S1)Absorpsi foton: setelahrelaksasi vibrasi ke S1(0)
 M(S1) mewakili molekul dalam keadaan terkesitasi
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• Quantum yield dari fluoresensi, ΦF didefinisikan sebagaiΦF = jumlah foton yang diemisikan / jumlah total foton yang diabsorpsi
 • Nilai maksimum dari ΦF adalah 1.• Bila dikaitkan dengan berbagai peristiwa deeksitasi, maka
 ΦF = kR / (kR + kNR + kISC + kPR)
 • Apabila I0 adalah intensitas dari cahaya (foton per detik), maka intensitas fluoresensi, IF (foton s-1) adalah
 IF ~ (jumlah total foton yang diserap/s, IA). (ΦF)Menurut hukum Lambert-Beer:
 A = ε b c dan ε b c = log(I0 / I)dimana I adalah intensitas cahaya yang ditransmisikan dalam foton s-1.
 IA = I0 – I = I0(1 – 10-εbc)dan
 IF = I0(1 – 10- εbc)(ΦF)
 sehingga intensitas fluoresensi bergantung pada intensitas cahaya, absrobansi dari sampel pada panjang gelombang eksitasi, λEX, dan ΦF
 Fluorescence quantum yield, ΦΦΦΦF
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Emission lifetimes
 E
 Groundstate
 1st
 triplet
 1st
 singlet
 2nd
 singlet(E
 mis
 sion
 ~10
 -15
 sec)
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 ore
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 phor
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Singlet and radiative lifetimeApabila suatu sampel dieksitasi dengan pulsa cahaya sangat sempit dan menghasilkan populasi molekul dalam keadaann tereksitasi, maka dapat dituliskan persamaan diferensial yang mengaitkan konsentrasi M(S1) pada setiap saat, t, dengan berbagai proses deeksitasi:
 -dM(S1)/dt = (kR + kNR + kISC + kPR) M(S1)bila diintegrasi akan memberikan
 M(S1)(t) = M(S1)(0)e-Σkt = M(S1)(0)e-t/τ
 Secara definisi waktu hidup (τS) dari keadaan tereksitasi, M(S1) adalah
 τS = 1/(kR + kNR + kISC + kPR)Radiative (fluorescence) lifetime dari S1 didefinisikan sebagai:
 τR = 1/kRsehingga, quantum yield, ΦF dapat direfolmulasi menjadi
 ΦF = τS / τRJadi bila ΦF dan τS telah diukur, maka tetapan laju molekul intrinsik, kR = 1/ τR dapat dihitung.
 τ
 Imax
 Imax /e
 t
 I, flu
 ores
 ens
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Pengukuran quantum yield
 • Quantum yield dapat diaplikasikan untuk menentukan efisiensi fluoresensi dari suatu sampel untuk mengaitkan fluoresensi dengan sifat2 struktur dan interaksi dari molekul.
 • Pengukuran ΦF umumnya dilakukan dengan cara membandingkan dengan standar yang nilai mutlak ΦF-nya telah diketahui.
 SM(λ) ~ ΦF(M)AM
 SS(λ) ~ ΦF(S)AS
 )()(
 )()(
 )(
 )(
 )(
 )(
 SA
 A
 S
 SM
 AS
 AM
 S
 S
 FM
 S
 S
 MF
 sF
 MF
 S
 M
 Φ⋅⋅=Φ
 ΦΦ=
 λλ
 λλ
 Dimana SM(λ) dan SS(λ) adalah luasdaerah dibawah kurva untuk sampeldan standar. Sedangkan AM dan AS
 adalah absorban pada λEX.
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Standar untuk perhitungan quantum yield
 0.95320-380390-5309,10-Diphenylanthracene/
 Ethanol, 20oC, degas
 0.66250-300315-4802-Aminopyridine/
 0.1 N H2SO4, 20oC
 0.546260-390380-580Quinine sulphate/1 N H2SO4, 25oC
 0.14280-300300-450N-Acetyltryptophanamide(NATA)/aqueous buffer, pH 6-7, 20oC
 ΦΦΦΦFEksitasi / (nm)Rentang spektra (nm)Standar/kondisi
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Bila pelarut standar berbeda dari sampel
 ΦF = quantum yield terkoreksi
 ΦF’ = quantum yield belum terkoreksi (hasil pengukuran)
 n = indeks bias
 )standar(
 )sampel(2
 2'
 n
 nFF ⋅Φ=Φ
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Fluorescence Instrumentation
 SourceSource
 Excitation monochromator
 Excitation monochromator samplesample
 Emission monochromator
 Emission monochromator DetectorDetector
 ElectronicsElectronics
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Fluorescence Spectroscopy
 Inte
 nsity
 Wavelength �
 08’07’
 06’
 05’04’03’
 02’01’
 00’10’20’
 30’40’
 50’
 60’
 • Semua proses deeksitasiradiatif selalu terjadi daritingkat vibrasi paling dasarpada “first excited state”(bilangan kwantum 0’).
 • Mengapa spektrumfluoresence berada pada λlebih panjang dibandingspektrum absorpsi?
 AbsorpsiFluoresen
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Fluorescence Spectroscopy
 290 310 330 350 370 390
 5
 4
 3
 2
 1
 λλλλmax
 Panjang gelombang (nm)
 Flu
 resc
 ence
 (arb
 . Uni
 ts)
 S1(0)
 S0(n)
 hυ
 The most probableradiative transitionfrom S1(0) � S1(n)
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Fluorescence Spectroscopy: Solvent Effects
 • General solvent effects bergantung pada polarisabilitas pelarut. Bertambahnya tetapan dielektrik akan menggeser spektrum fluoresence ke λ yang lebih panjang.
 • Specific solvent effects terjadi akibat reaksi kimiadengan pelarut pada “excited state”. Reaksi kimia yang penting termasuk ikatan hidrogen, reaksi asam-basa, dan pembentukan kompleks transfer muatan dimana elektron dalam fluorofore ditransfer ke gugus lain saat berada pada keadaan tereksitasi.
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Solvent effects
 Spektra 2-anilinonaftalen (2-AN) dalamdua pelarut yang berbeda. Adanyaikatan hidrogen 2-AN dengan etanolmenyebabkan pergeseran spektrum(specific solvent effects).
 Spektra 2-anilinonaftalen (2-AN) dalamdua pelarut dengan polarizabilitas berbeda. Tingginya momen dipol dari air relatifterhadap campuran sikloheksana-etanolmenggeser puncak spektrum emisi dari400 ke 448 nm (general solvent effect).
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Fluorescence spectroscopy: Inner filter effects
 PersamaanIF = I0(1 – 10- εcl)(ΦF)
 menyatakan bahwa laju emisi fluoresensi, IF ditentukan oleh laju cahaya absorban. Untuk larutan yang encer, persamaan di atas dapat direduksi menjadi
 IF = I0(εcl)ΦF
 Pendekatan ini dapat menyebabkan error yang disebut dengan ‘inner filter effect’.Larutan pada muka sel lebih terekspos dengan intensitas cahaya, sehingga jumlah eksitasinya lebih tinggi dibanding dengan sampel dekat sisi muka yang berlawanan akibat adanya larutan antara. Hal ini akan menyebabkan hubungan non-linier antara IF dengan A. Oleh karena itu konsentrasi harus diatur sedemikian rupa sehingga absorban pada λEX tidak melebihi 0.1
 I0
 l
 Intensitastinggi
 Intensitaslebih rendah
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Florescence spectroscopy:Scattering effects
 Light scattering1. Elastic (Rayleigh) scaterring, IRS ~
 r6/λ4, dimana r adalah jari-jari partikel. Untuk mengurangi efek dari elastic scattering λEX dipilih mendekati nilai λAMAX.
 2. Inelastic (Raman) scaterring dari pelarut. Dalam proses scattering ini energi cahaya pengeksitasi dipisahkan oleh mode vibrasi molekul pelarut. Untuk air, mode vibrasi yang paling dominan adalah untuk O-H stretch yang teramati pada bilangan gelombang 3300 cm-1. Panjang gelombang Raman scattering, λRA dapat dihitung dengan cara:
 1/ λRA = 1/ λEX – 0.00033contoh bila λEX = 290 nm, maka puncak Raman scatter akan teramati pada λRA = 321 nm.
 4 nm 4 nm
 λλλλ (nm)λλλλ (nm)
 F
 λλλλ (nm)
 F
 solvent
 solute
 Solute-solvent
 Ramanscattering
 Exitasi
 Emission
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Protein fluorescenceFluoresensiAbsorpsi
 0.042820.2257Phe (H2O, pH 7)
 0.143031.4274Tyr (H2O, pH 7)
 0.203485.6280Trp (H2O, pH 7)
 ΦFλmax
 (nm)εmax
 X 10-3
 λmax
 (nm)
 Senyawa/kondisi
 albumin
 Trp
 18:1 of Tyr:Trp
 λλλλ (nm)
 I/Im
 ax
 Spektrum protein mendekati spektrumTrp, karena intensitas fluoresensi dariTyr dipadamkan (quenched) oleh Trp
 akibat dari efek energi transfer.
 Spektrum protein mendekati spektrumTrp, karena intensitas fluoresensi dariTyr dipadamkan (quenched) oleh Trp
 akibat dari efek energi transfer.
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Tyrosine Fluoresence• λmax emisi dari Tyr tidak sensitif
 terhadap perubahan lingkungan �intensitas Tyr digunakan sebagai marker perubahan lingkungan dp λmax
 – Contoh Interaksi Protein-DNA: Intensitas Tyr akan dipadamkan akibat adanya interaksi π-π antara residu Tyr dan basa asam nukleat. Efek pemadaman dapat dikurangi dengan menaikan kekuatan ion. Apabila asam amino bermuatan positif seperti Arg diganti dengan Cys, maka kekuatan ion yang diperlukan untuk mengurangi efek pemadaman akan berkurang. Arginin berfungsi untuk meningkatakan kestabilan kompleks via interaksi ionik dengan phosphate backbone dari DNA. Oleh karena itu metode ini dapat dipakai untuk menentukan kekuatan afinitas pengikatan antara Protein dan DNA.
 • Intensitasnya dipadamkan apabila ada Trp
 280 300 320 240 360 380 400
 298-305 nm
 Panjang gelombang (nm)
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Tyrosin sebagai probe fluoresensi
 | | | | | |280 300 320 340 360 380
 Apocalmodulin(Ca2+-free calmodulin)
 Holocalmodulin(Ca2+-saturatedcalmodulin)

Page 66
						

Tryptophan fluorescence• Fluoresnsi dari Trp lebih umum
 digunakan sebagai probe.• λmax emisi dari Trp lebih sensitif
 terhadap perubahan polaritas pelarut.– Bila polaritas pelarut menurun � λmax
 emisi akan bergeser ke nilai yang lebih rendah.
 • Dalam air λmax emisi dari Trp = 350 nm, tetapi di dalam pelarut hexana λmaxemisinya menjadi 310 nm.
 • Bila Trp terdapat didalam interior non-polar dari protein, maka λmax emisinya = 325-330 nm, tetapi bila Trp terdapat pada permukaan maka λmax emisinya = 345-350 nm.
 • Sehingga bila protein memiliki satu residu Trp, maka λmax emisinya dapat digunakan sebagai probe untuk menunjukan perubahan lingkungan.
 • Untuk protein yang memiliki lebih dari satu Trp, maka λmax emisinya akan mencerminkan kontribusi semua residu Trp.
 NativeDenatured
 290 450Panjang Gelombang (nm)
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Flourescence resonance energy transfer (FRET)
 • Pada keadaan tertentu, energi eksitasi suatu fluorofor dapat ditransfer ke fluorofor yang lain apabila memenuhi persayaratan berikut:
 – Adanya interaksi dipol antara dua fluorofor
 – Adanya overlap antara spektrum fluoresensi donor dengan spektrum absorpsi dari aseptor.
 • Keharusan adanya interaksi antar dipol menyebabkan kebergantungan dari energi transfer terhadap jarak antar gugus yang ada pada fluorofor yang berpartisipasi.
 • Nilai efisiensi adalah dari 0 hingga 1. R0adalah jarak antar gugus fluorofor ketika efisiensi = 0,5. Nilai R0 karakteristik untuk setiap pasangan donor-aseptor
 λ1 λ2
 λ3 λ4
 λλλλ ����
 F �
 D D
 A A
 ( )6
 0
 1Efisiensi
 1 /r R=
 +
 Panjang gelombang (nm)
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R0 (nm) beberapa pasangan donor-aseptor
 0.6 1.40.81.50.62.52.82.02.02.20.96.04.5
 Phe-PhePhe-TyrTyr-TyrTyr-TrpTrp-TrpTyr-hemeTrp-hemeTyr-DNSTrp-DNSTrp-ANSDNS-SNSDNS-hemeFlu-Rho
 ANS = 1-anilinonaphtalene-8-sulfonate
 DNS = dimethylaminonaphtalene-S-sulfonate
 Flu = fluorescein
 Rho = rhodamine
 Trp
 Tyr
 TyrEfisiensi tinggi
 Efisiensi rendah
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Aplikasi FRET
 Cataliticsubunit
 Regulatorysubunit
 Cataliticsubunit
 Regulatorysubunit
 C-AMP-dependentprotein kinase
 Fluoroscein (λEM = 520 nm)
 Rhodamine (λEM = 580 nm)
 F
 | | | | | |500 520 540 560 580 600
 Panjang gelombang (nm)
 Tanpa c-AMP+ c-AMP
 C-Amp akan mendisosiasiprotein kinase, sehinggameniadakan energi transfer ke dari Flu ke Rho
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Fluorescence quenchingIntramolecular quenching• Dalam protein fluoresensi Trp seringkali dipadamkan melalui
 interaksi intramolekul dengan asam2 amino yang berbeda. Proses pemadaman ini berpengaruh pada besarnya tetapan laju relaksasi non-radiativ, kNR.
 • Trp dipadamkan oleh Cys dan juga jembatan disulfida apabila jaraknya dengan Trp sekitar 6-10 Å. Penyebabnya adalah pertukaran elektronik.
 • His memadamkan Trp melalui mekanisme transfer proton. Posisi 4 dari cincin indol Trp memiliki kerapatan elektron lebih tinggi pada keadaan tereksitasi sehingga dapat menerima proton dari donor seperti His.
 • Gugus amida netral dari glutamin atau asparagin dan juga amida backbone dari protein juga dapat memadamkan fluoresensi Trp yang diakibatkan oleh ‘short range electron transfer process’.
 • Bila Trp terletak di dalam lingkungan yang hidrofob dari protein, maka ΦF akan naik dan puncak spektrumnya bergeser ke energi yang lebih tinggi dibanding saat residu Trp terekspos ke dalam pelarut.

Page 71
						

Intermolecular quenching
 • Quencher: acrylamide, I-, dan Cs+.• Konsentrasi : 0.01 – 0.5 M• Acrylamide sering digunakan
 untuk menentukan derajat ‘exposure” dari residu Trp didalam protein. Caranya: acrylamide ditambahkan sedikit demi sedikit dan fluoresensi diukur pada setiap penambahan.
 • Proses quenching dapat diagambarkan sbb:M(S1) + [Q] � M(S0) + [Q]kQ[Q]tetapan laju orde kedua, kQ, adalah ukuran dari proses qenching tsb. ][1
 )/(1
 ][
 :
 ][
 0
 0
 0
 0
 0
 0
 Q
 maka
 ,time' life singlet unquenched' karena
 Q
 dan rasio
 Q
 quencher ada Bila
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Aplikasi hubungan Stern Volmer
 1
 Fo /
 F
 [Quencher] M0 0.5
 4.5Linear Stern Volmer plot
 High [Q] surrounding the fluorofore
 Dua kromofor mengalamiquenching dengan efisiensiyang berbeda
 Linear Stern Volmer plot yang menunjukkanRendahnya akses Q terhadap fluorofor
 /FF maka F, karena ooFFF ∞ΦΦ∞Φ /
 Slope = KSV = kQτS = degree of exposureSlope = KSV = kQτS = degree of exposure
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Aplikasi spektroskopi fluoresens untuk mempelajari interaksi protein-ligan
 apoCaM holoCaMholoCaM-MLT
 4 Ca2+
 CaM-binding peptide
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Spektrum fluoresens CaM-peptide
 Kompleks Calmodulin-melitin
 Polistes mastoparan memiliki satu residuTrp, sedangkan calmodulin memiliki 2 residu Tyr. Eksitasi pada 295 nm akanmeniadakan efek fluoresen Tyr padacalmodulin, sehingga spektrum murniberasal dari Trp dari melitin.
 | | | | | |300 325 350 375 400 425
 Panjang gelombang (nm)
 F
 Melitin bebasKompleks melitin-CaM
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Efek konsentrasi ion kalsium pada spektrum fluoresens kompleks calmodulin-mastoparan
 2,4 ─
 2,0 ─
 1,6 ─
 1,2 ─
 0,8 ─
 0,4 ─
 | | | | | |0 2 4 6 8 10
 F/F
 o
 [Ca2+]/[calmodulin]
 Fo = Intensitas fluoresensmastoparan.
 F = Intensitas fluoresens terukur.
 320 nm
 340 nm
 360 nm
 Titrasi kalsium pada larutan yang mengandung konsentrasi samadari calmodulin dan polistesmastoparan. [Data dari D.A Malencik and S.R. Anderson (1983). Biochem. Biophys. Res. Comm. 114, 50-56]
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Penentuan tetapan pengikatan ligan: kompleks calmodulin-porcine glucagon
 P + L ⇌ PL
 [PL][P][L]
 K =
 1,7 ─
 1,6 ─
 1,5 ─
 1,4 ─
 1,3 ─
 1,2 ─
 1,1 ─
 1,0 ─| | | | | |0 5 10 15 20 25
 F/F
 o
 Konsentrasi calmodulin (µM)
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