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(-(2R,39)-DIHIDROKUERSETIN, SUATU PRODUK BIOTRANSFORMASI
(-)-EPIKATEKIN OLEH JAMUR ENDOFIT Diaporthesp. E*
[ (-)-(2R,3S)-Dihydroquercetin, aBiotransformation Product from (-)-Epicatechin
by the Endophytic Fungus Diaporthe sp. E]

AndriaAgusta
Laboratorium Fitokimia, Bidang Botani, Pusat Pendlitian Biologi-LIPI
Jn RayaJakarta-Bogor Km 46, Cibinong 16911
e-mail: bidunatin@yahoo.com

ABSTRACT
The endophytic fungus Diaporthe sp. E show a unique ability to biotransform (-)-epicatechin into (-)-(2R,3R4R)-leucocyanidin
in a semisynthetic medium. Extension of the incubation time gave a major product (-)-(2R,35)-dihydroquercetin which was

identified by spectroscopic methods.

Kata kunci: Camellia sinensis, jamur endofit, Diaporthe sp. E, biotransformasi. (-)-epikatekin, (-)-2R,3R,4R-leukosianidin,

(-)-2R,3S dihidrokuersetin.

PENDAHUL UAN

Daam duapuluh tahun belakangan ini,
beberapa kelompok peneliti melaporkan bahwa jamur
endofit memiliki keunikan untuk meniru metabolit yang
diproduksi oleh tumbuhan inangnya. Stierle et al.
(1993), melaporkan bahwajamur endofit Taxomyces
andreanae yang berasosiasi dengan tumbuhan Taxus
brevifolia memiliki kemampuan untuk memproduksi
senyawa taksol secara in vitro di laboratorium. Jamur
endofit RIMEFOQI yang berasosiasi dengan tumbuhan
Notapodytesfoetida dilaporkan mampu memproduksi
kamtotesin di dalam medium semisintetik (Puri et al.,
2005). Di samping itu, jamur endofit juga dilaporkan
memiliki kapabilitas untuk melakukan transformasi
komponen kimia tumbuhan inangnya. Shibuya et al.
(2003) melaporkan bahwa jamur endofit Xylaria sp.
yang diisolasi dari Chincona pubescence dapat
mengubah alkaloid kina menjadi turunan I-/V-oksda
yang memiliki efek sitotoksik Iebih rendah dibanding
senyawa asal.

Agusta et al. (2006a) telah mengisolas enam
jenis fungi endofit yang berasosiasi dengan tanaman
teh, Camelliasinensis (L.) OK. (Theaceag). Sdah satu
di antarajamur endofit tersebut, yaitu Diaporthe sp. E
dapat memproduks metabolit bisantrakinon, yaitu (+)-
2,2-episitoskirin A dan(+)-1,P-bislunatin dalam medium
cairpotato dextrosebroth (PDB) (Agustaet al., 2006b).
Di pihak lain, Diaporthe sp. E memperlihatkan
kemampuan yang unik untuk mengubah senyawa

'Diterima: 10 Oklober 2008 - Disentjui: 4 Januari 2009

flavan-3-ol dari tanaman teh (Gambar 1) menjadi
leukoantosianidin. Hal ini merupakan bukti bahwa
jamur endofit dapat mengubah komponen kimia dari
tumbuhan inangnya seperti yang dihipotesiskan
sebelumnya (Agusta et al., 2005). Ha yang tidak kaah
menariknya adalah kenyataan bahwa jamur endofit
Diaporthe sp. E tersebut memiliki reaks biotransformas
selektif terhadap struktur ruang dari molekul substrat
dengan konfigurasi 2R-fenil tersubstitusi yang
merupakan tipe alami dari senyawa flavan-3-ol dalam
tumbuhan teh. Jamur endofit ini tidak dapat melakukan
reaksi oksidasi terhadap senyawa flavan dengan
konfigurasi 25-fenil tersubstitusi seperti (-)-
galokatekin-3-O-galat (Agusta et al., 2005) yang
merupakan senyawa artefak yang terbentuk selama
proses pemanasan daun teh atau produk-produk yang
berasal dari teh (Wilkinset al. 1971).

Sdah sau senyawa flavan-3-ol dari tanaman
teh yang bisa ditransformasi oleh jamur endofit
Diaporthe sp. E adadah (-)-epikatekin. Penambahan

OH
OH

R
I'D 0 ‘\\\ R
.r,R
“OH

OH

Gambar 1. Struktur kimia (-)-epikatekin, flavan-3-ol
pada pada tanaman teh.
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sgumlah larutan (-)-epikatekin ke daam kultur medium
Diaporthe sp. E yang telah berumur lima hari dapat
menghasilkan (-)-2R,3R,4R-leukosianidin (Gambar?2)
dalam 28 jam waktu inkubasi dengan kemampuan
biotransformasi sebesar 39 % (Agusta et ai, 2005).
Untuk mempelgari lebih lanjut tentang seberapa jauh
jamur endofit Diaporthe sp. E dapat mengubah
komponen kimia utama pada tumbuhan inangnya, maka
dilakukan pendlitian biotransformas (-)-epikatekin oleh
Diaporthe sp. E dengan perpanjangan waktu reaks
biotransformasi.

BAH AN DAN CARA KERJA
Reaks Biotransformas (-)-Epikatekin

Jamur endofit Diaporthe sp. E ditumbuhkan di
dalam Erlenmeyer berukuran 500 ml yang berisikan 200
ml medium glukosa-ekstrakyeast-pepton (20 g glukosa,
1 g ekstrak yeast, 5 g peptone, 0.5 g K2HPO4, 05 g
MgS0,7H,0,0.01 g FeSO,47H,0,1000 ml H20) pada
rotary shaker dengan kecepatan agitas 90 rpm. Setelah
diinkubas selama5 hari padasuhu 27 °C, 20 ml larutan
steril (-)-epikatekin (2) dalam methanol (1 mg/ml) di
tambahkan ke dalam medium tumbuh, dan sdlanjutnya
diinkubasi kembali pada suhu 27 °C, 90 rpm. Reaks
biotransformasi dimonitor dengan jalan melakukan
sampling 5 ml medium tumbuh, dan diekstraksi dengan
etil asetat. Selanjutnyadi analisis dengan KLT (SiO2,
CHCI3:MeOH:H,0 = 6:4:1) dan penampak noda 5%
vanilin ddam 10%H2S04. Monitoringjuga dilakukan
dengan HPLC (TOSOH PD 8020) fasa terbalik yang
menggunakan kolom CAPCELLPAK Phenyl SG-120
(250 x 4.6 mm) padatemperatur ruang dan didlusi secara
gradien dengan 20 MM K.H2PO4-CH3CN dari 5% sampai
15% CH3CN dalam waktu 40 menit dengan
menggunakan detektor U V pada 210 nm.
Isolas Produk Utama

Jamur endofit Diaporthe sp. E ditumbuhkan di
dalam Erlenmeyer berukuran 500 ml yang berisikan 200
ml medium GYP, dan diinkubasi dengan kondis yang
samadengan di atas. Setdlah 5 hari, 20 ml larutan steril
(-)-epikatein ddam methanol (I mg/ml) ditambahkan ke
dalam medium tumbuh, dan selanjutnya diinkubasi
kembdi pada suhu 27 °C, 90 rpm sddlama 42 jam.

Kemudian seluruh medium tumbuh berikut
miselia diekstraksi dengan etil asetat dan kemudian
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dipekatkan dengan penguap putar untuk memberikan
47.3 mg ekstrak. Pemisahan di lakukan dengan teknik
kromatografi kolom menggunakan Sephadex LH-20
sebagal fasa diam dan MeOH sebagai fasa gerak dan
dilanjutkan dengan pemurnian secara kromatografi
kolom (SiO,, dielusi dengan lapisan bawah dari
campuranCHCI3:MeOH:H,0=65:35:10)dan5.8mg
produk utama.
Penentuan Struktur Kimia Produk Utama

Struktur kimia produk utama ditentukan
berdasarkan sifat karakter Fisikokimianya. Sifat
fisikokimiayang ditentukan meliputi rotasi optik yang
diukur dengan alat polarimeter digital (Jasco DIP-360)
dengan konsentrasi 5.1 mg/ml di dalam metanol pada
temperatur 26 °C dan panjang sl 50 mm. Fast atomic
bombardment mass spectrometry (FAB-MS) diukur
dengan menggunakan aat spektrometer masa JMS SX-
102A. Spektrum infra red (IR) diukur dengan aat
spektrofotometer Shimadzu FT-IR 8500 dengan plat
KBr. Sedangkan spectrum 'H- dan "*C-resonansi
magnet inti (RMI) diukur dengan spektrometer JEOL
JNM-Lambda 500 yang dioperasikan pada 500 MHz
untuk 'H dan 125 MHz untuk "*C di delam pelarut d6-
aseton. Geseran kimiadiberikan dalam skda (ppm) yang
relatif terhadap tetrametilsilana (TMS, d: 0) sebagai
internal standar, dan konstanta kopling diberikan dalam
satuan Herzt.

HASIL

Hasil monitoring reaks biotransformasi (-)-
epikatekin oleh jamur endofit Diaporthe sp. E
memperlihatkan bahwapada 1 jam setelah penambahan
substrat, belum terlihat adanya pemunculan puncak
baru pada kromatogram HPLC (Gambar2B). Padawaktu
inkubas 28 jam setelah penambahan substrat (Gambar
2C), sebagian besar(-)-epikatekin telah diubah menjadi
(-)-(2R,3R,4R)-leukosianidin yang diidentifikasi
menggunakan senyawa standar yang diperoleh dari
proses biotransformasi sebelumnya (Agusta et al,
2005a). 42 Jam setelah penambahan substrat, terlihat
bahwa jumlah (-)-(2R,3R.4R)-leukosianidin mengaami
penurunan yang diikuti oleh munculnya produk utama
(Gambar 2D).

Untuk tujuan isolasi dan karakterisasi produk
utama, jamur endofit Diaporthe sp. E di tumbuhkan di



dalam medium GY P dengan kondis yang sama dengan
di atas. Setelah tumbuh dan berkembang selama’ hari,
sebanyak 20 mg (-)-epikatekin dalam 20 ml MeOH
ditambahkan ke dalam medium tumbuh dan diinkubasi
kembali. Setelah 42 jam, seluruh medium tumbuh
diekstrasi dengan etilasetat dan sdlanjutnya diuapkan
dengan penguap putar sehingga diperoleh ekstrak
kasar seberat 47.3 mg. Ekstrak yang diperoleh tersebut
sdanjutnya di pisahkan dengan kromatografi kolom
gel (sephadex LH-20, MeOH) yang diikuti dengan
proses pemumian secara kromatografi kolom silicagel
(di elusi dengan lapisan bawah dari campuran
CHCIl3:MeOH:H,0=65:35:10) untuk menghasilkan 5.8
mgproduk utama. Spektrum FAB-MS memperlihatkan
bahwa senyawa utama memiliki ion molekul ([M+l ")
pada tn/z 305 dengan formula molekul C15H1307.
Spektrum 'H-RMI dari produk utama (Tabel 1)
memperlihatkan hilangnya sinya proton 4-H dari (-)-
epikatekin yang diikuti dengan pergeseran geseran
kimia proton 3-H ke daerah low field (5.02 ppm) serta
munculnya sinyal gugus hidroksi pada C-5 dengan
geseran kimia 11.70 ppm. Pemunculan sinya gugus
hidroks pada atom C-5 ini merupakan indikas yang
kuat terhadap keberadaan gugus karbonil yang
bertetangga dan membentuk ikatan hidrogen
(chelation) dengan gugus hidroksi tersebut.
K eberadaan gugus karbonil pada produk utamaini juga
ditunjang oleh munculnyasinya dengan geseran kimia
198.1 ppm pada spektrum *C-RMI-nya dan serapan
pada panjanggel ombang 1630 cm"' pada spektrum IR.
Selanjutnya berdasarkan interpretasi spektrum HMQC
dan HMBC, maka struktur kimia produk utama
dielusidasi sebagai senyawa baru (-)-(2R,3S)-
dihidrokuersetin.

PEMBAHASAN

(+)-(2/?,3S>dihidrokuersetin merupakan suatu
senyawa yang tidak stabil jika terpapar cahaya, udara
dan temperatur tinggi dalam beberapajam. Senyawa
ini akan dengan cepat mengalami perubahan warna,
dan menunjukkan perubahan sifat fisikokirnia jika
dibiarkan terbuka pada suhu kamar yang ditunjukkan
oleh terjadinya perubahan pada pola sepktrum 'H-RMI
(data tidak ditampilkan). Spektrum 'H-RMI
memperlihatkan bahwa terjadinya perubahan yang
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sangat mencolok pada konstanta kapling (menjadi 1ebih
besar) antara proton pada posis C-2 dan C-3, yang
mengindikasikan terjadinya perubahan struktur ruang
pada posis tersebut.

Di dalam sd-sel tumbuhan, dihidrokuersetin
berperan sebagai senyawa antara dalam jalur
biosintesis senyawa flavan-3-ol. Beberapa percobaan
dengan menggunakan enzim yang diisolasi dari
beberapa jenis tumbuhan, memperlihatkan bahwa (+)-
(2/?,3/?)-dihidrokuersetin akan mengalami reaksi
reduks menjadi (+)-(2/?,3S,49)-leukosianidin untuk
membentuk (+)-katekin seperti terlihat padaGambar4
(Heller et al., 1985; Stafford et al., 1985; Tanner &
Kristiansen, 1993; Punyasiri et al., 2004). Di pihak lain,
jalur biosintesis (-)-epikatekin belumlah terelusidas
dengan baik, walaupun secarateori Hadam (1975) telah

' memprediks bahwa (-)-epikatekin dibiosintesis mealui

(-)-(2/?,3fl,4/?)-leukosianidin. Kendala untuk
mengidentifikas senyawa antara pada jalur biosintesis
(-)-epikatekin adalah karenatidak tersedianya senyawa
prekursor yang ideal untuk membuktikan hipotesis
yang dikemukakan oleh Hadam tersebut. Di pihak lain,
melalui suatu percobaan dengan enzim yang diisolas
dari tanaman teh, Punyasiri et al. (2004) mengemukakan
bahwa (-)-epikatekin dibiosintesis melaui senyawa
antara sianidin, dan hal tersebut diklaim sebagai
jawaban atas pertanyaan tentang prekursor senyawa
(-)-epikatekin yang telah mengambang selama
beberapa dasawarsa. Akan tetapi, dengan
dihasilkannya (-)-(2R,3R,4R)-leukosianidin dan (-)-
(2R ,39)-dihidrokuersetin oleh jamur endofit Diaporthe
. E telah membuka pel uang untuk membuktikan kedua
senyawa ini sebagal senyawa antara dari senyawa (-)-
epikatekin seperti yangdiusulkan oleh Hadam (1975).

KESIMPULAN

Jamur endofit Diaporthe sp. E yang diisolasi
dari tanaman teh memiliki kemampuan untuk melakukan
biotransformasi  senyawa (-)-epikatekin menjadi (-)-
(2R,39)-dihidrokuersetin di dalam medium semisintetik.
Senyawa(-)-(2R,3S) dihidrokuersetin dipercaya
sebagal senyawa antara (-)-ekatekin dan turunannya
di daam tumbuhan teh. Dengan berhasil ditemukan
dan diisolasinya (-)-(2R,35)-dihidrokuersetin akan
membuka peluang membuktikan bahwa senyawa ini
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Gambar 2. Kromatogram HPLC untuk medium reaksi botransformasi (-)-epikatekin oleh jamur endofit Diaporthe
sp. E. A: sebelum penambahan substrat, B: 1 jam setelah penambahan substrat, C: 28 jam setelah
penambahan substrat, D: 42 jam setelah penambahan substrat. Kondisi HPLC: CAPCELL PAK
Phenyl SG-120 250 x 4.6 mm, rt, 20 mM KH,PO,CHsCN (gradien: O menit, 5% CHsCN 40 menit,
15% CH,CN), 210 nm.,
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Gambar 3. Reaksi biotransformasi (-}-epikatekin oleh jamur endofit Diaporthe sp. E.

Tabel 1. Data 'H- dan "*C-RMI produk utama reaksi biotransformasi

Atom 3C-RMI "H-RMI

c2 84.2 5.01 (1H, d, J=2.2 Hz)
c3 73.2 4.61 (1H, d, J=2.2 Hz)
C4 198.1

Cda 101.4

c5 165.0

C6 97.1 5.98 (1H, d, J=2.1 Hz)
o7 168.0

cs 96.1 5.94 (1H, d, J=2.1 Hz)
C8a 164.1

ct' 129.8

c2' 115.7 7.07 (1H, d, J=1.8 Hz)
G3! 145.7

c4' 146.5

Ccs' 115.8 6.86 (1H, d, J=7.9 Hz)
Ce' 120.8 6.91 (1H, dd, J=1.8, 7.9 Hz)
5-OH 11.75 (1H, brs)

memang benar senyawa antara biosintesis (-)-
epikatekin dengan menggunakan senyawa ini sebagai
substrat bagi enzim yang bertanggungjawab terhadap
biosintesis (-)-epikatekin pada tumbuhan teh.
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