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Endophytic fungi have been reported possess an interesting ability to mimic their host plant metabolites. Several
fungi also show their specific capability to biotransform the chemical constituents of the host plant. The endophytic
fungus Diaporthe sp. E isolate obtained from young stem of a tea plant (Camellia sinensis) show their unique capability to
biotransform (-)-epigallocatechin-3-O-gallate [(-)-EGCG] into a major product in glucose-peptone-yeast extract medium
that incubated under dark condition at 27 °C for 48 h. The major biotransformation product were isolated and purified
through column chromatography techniques using Sephadex LH-20 and silica gel. The chemical structure of the major
product were elucidated as (-)-2R,3S-dihydromyricetin based on their IR, FAB-MS, 1D- and 2D-NMR spectra.
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PENDAHULUAN

Dalam beberapa dekade belakangan ini, beberapa
kelompok peneliti melaporkan bahwafungi endofit memiliki
keunikan untuk meniru metabolit yang diproduksi oleh
tumbuhan inangnya. Stierleet al. (1993), melaporkan bahwa
fungi endofit Taxomyces andreanae yang berasosiasi dengan
tumbuhan Taxus brevifolia memiliki kemampuan untuk
memproduksi senyawataksol secarain vitro di laboratorium.
Fungi endofit RIMEF001 yang berasosiasi dengan tumbuhan
Notapodytes foetida dilaporkan mampu memproduksi
kamtotesin di dalam medium semisintetik (Puri et al. 2005). Di
samping itu, fungi endofit jugadilaporkan memiliki kapabilitas
untuk melakukan transformasi komponen kimia tumbuhan
inangnya. Shibuya et al. (2003) melaporkan bahwa fungi
endofit Xylaria sp. yang diisolasi dari Chincona pubescence
dapat mengubah alkaloid kina menjadi turunan 1-N-oksida
yang memiliki efek sitotoksik lebih rendah dibanding senyawa
asal.

Agusta et al. (2006a) telah mengisolasi enam jenis fungi
endofit, yang berasosiasi dengan tanaman teh, Camellia
sinensis (L.) O.K. (Theaceae). Salah satu di antara fungi
endofit tersebut, yaitu Diaporthe sp. isolat E dapat
memproduksi metabolit bisantrakinon, yaitu (+)-2,2’-
episitoskirin dan (+)-1,1’ -bislunatin dalam medium cair potato
dextrose broth (PDB) (Agusta et al. 2006b). Di pihak lain,
Diaporthe sp. isolat E memperlihatkan kemampuan yang unik
untuk mengubah senyawa flavan-3-ol dari tanaman teh

(Gambar 1) menjadi leukoantosianidin. Hal ini merupakan bukti
bahwa fungi endofit dapat mengubah komponen kimia dari
tumbuhan inangnya seperti yang dihi potesi skan sebelumnya
(Agustaet al. 2005; Shibuyaet al. 2005). Hal yang tidak kalah
menariknyaadal ah kenyataan bahwa fungi endofit Diaporthe
sp. isolat E tersebut memiliki reaksi biotransformasi selektif
terhadap struktur ruang dari molekul substrat dengan
konfigurasi 2R-fenil tersubstitusi yang merupakan tipe alami
dari senyawa flavan-3-ol dalam tumbuhan teh. Fungi endofit
ini tidak dapat melakukan reaksi oksidasi terhadap senyawa
flavan dengan konfigurasi 2S-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 (Wilkins
etal. 1971).

Salah satu senyawa flavan-3-ol dari tanaman teh yang bisa
ditransformasi oleh fungi endofit Diaporthe sp. isolat E adalah
(-)-epigal okatekin-3-O-galat [(-)-EGCG, 5]. Penambahan
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Gambar 1. Struktur kimia (-)-apigalokatekin 3-O-galat (EGCG), flavan-
3-ol utama pada tanaman teh (Nonaka et al. 1984).
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sgjumlah larutan (-)-EGCG ke dalam kultur medium Diaporthe
sp. isolat E yang telah berumur limahari dapat menghasilkan
(-)-2R,3R,4R-leukodd finidin (Gambar 2) dalam 28 jam waktu
inkubasi dengan kemampuan biotransformasi sebesar 43%
(Agustaet al. 2005). Untuk mempel gjari lebih lanjut tentang
seberapa jauh fungi endofit Diaporthe sp. isolat E dapat
mengubah komponen kimia utama padatumbuhan inangnya,
maka dilakukan penelitian biotransformasi (-)-EGCG oleh
Diaporthe sp. isolat E pada kondisi biotransformasi yang
berbeda.

BAHAN DAN METODE

Bahan Tumbuhan. Bahan yang digunakan beruparanting
muda tanaman teh, C. sinensis (L.) O.K. (Theaceae) yang
dikoleksi dari bekas perkebunan teh di Desa Gunung Mas,
Kecamatan Cisarua, Kabupaten Bogor, Jawa Barat pada
Agustus 2003. Identifikasi jenis dilakukan di Herbarium
Bogoriense, Pudlit Biologi, LIPI.

Deteksi Senyawa Hasil Biotransfor masi. Fungi endofit
Diaporthe sp. isolat E ditumbuhkan di dalam Erlenmeyer
berukuran 500 ml yang berisikan 200 ml medium GYP (20 g
glukosa, 1 g ekstrak khamir, 5 g pepton, 0.5gK,HPO,, 0.59
MgSO,-7H,0, 0.01 g FeSO,-7H,0, 1000 ml air) padarotary
shaker dengan kecepatan agitasi 90 rpm pada kondisi gelap.
Setelah diinkubasi selama lima hari pada suhu 27 °C, 20 ml
substrat larutan steril (-)-EGCG dalam metanol (1 mg/ml)
ditambahkan ke dalam medium tumbuh. Selanjutnyalarutan
tersebut diinkubasi kembali padakondisi yang sama. Jalannya
reaksi biotransformasi dimonitor dengan melakukan sampling
5 ml medium tumbuh berikut miseliapadajamke-1, 28, dan 48
setelah penambahan substrat, dan diekstraksi dengan etil
asetat. Kemudian pelarut diuapkan dengan penguap putar
padasuhu 30 °C dan setelah kering dilarutkan kembali di dalam
5ml metanol. Selanjutnya, 10 pl sampel dianaisisdengan HPLC
(TOSOH PD 8020) fasa terbalik menggunakan kolom
CAPCELL PAK Phenyl SG-120 (250 x 4.6 mm) padatemperatur
ruang. Elusi secara gradien menggunakan 20 mM KH,PO,-
asetonitril dari 5-15% asetonitril dengan lgju aliran 1 ml/min
dalam waktu 40 menit serta dideteksi dengan detektor UV
pada210 nm.

Isolasi dan Purifikasi Produk Biotransformasi. Fungi
endofit Diaporthe sp. isolat E ditumbuhkan di dalam
Erlenmeyer berukuran 500 ml yang berisikan 200 ml medium
GYP, dan diinkubasi dengan kondisi yang sama dengan di
atas. Setelah limahari, 20 ml substrat larutan steril (-)-EGCG
dalam metanol (1 mg/ml) ditambahkan ke dalam medium
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tumbuh. Selanjutnya diinkubasi kembali pada suhu 27 °C,
90 rpm selama 48 jam padakondisi gelap. Kemudian seluruh
medium tumbuh berikut miseliadiekstraksi dengan etil asetat
dan pelarutnya diuapkan dengan penguap putar, dan
diperoleh 49 mg ekstrak. Pemisahan dilakukan dengan teknik
kromatografi kolom (2 x 70 cm) menggunakan Sephadex LH-
20 sebagai fase diam dan metanol sebagai fase gerak sehingga
dihasilkan duafraksi, yaitu fraksi 1 dan fraksi 2. Permurnian
fraksi 2 dengan kolom kromatografi menggunakan gel silika
sebagai fase diam dengan fase gerak lapisan bawah (fase
organik) dari campuran kloroform:metanol:air (65:35:10) dan
menghasilkan 5.4 mg produk utama.

Penentuan Sruktur Kimia Produk Utama. Struktur kimia
produk utama ditentukan berdasarkan sifat karakter
fiskokimianya. Sifat fisikokimiayang ditentukan meliputi rotas
optik yang diukur dengan alat polarimeter digital (Jasco DIP-
360) dengan konsentrasi 6.9 mg/ml di dalam metanol pada
temperatur 24 °C dan panjang sel 50 mm. Fast atomic
bombardment mass spectrometry (FAB-MS) diukur dengan
menggunakan alat spektrometer masa JMS SX-102 A.
Spektrum infrared (IR) diukur dengan al at spektrofotometer
Shimadzu FT-1R 8500 dengan plat KBr. Sedangkan spektrum
!H- dan BC-resonansi magnet inti (RMI) diukur dengan
spektrometer JEOL INM-Lambda 500 yang dioperasikan pada
500 MHz untuk *H dan 125 MHz untuk 3C di dalam pelarut d6-
aseton. Geseran kimia diberikan dalam skala d (ppm) yang
relatif terhadap tetrametilsilana(TM S, = 0) sebagai internal
standar, dan konstanta kopling diberikan dalam satuan Herzt.

HASL

Deteksi Senyawa Hasil Biotransformasi. Setelah fungi
endofit Diaporthe sp. isolat E tumbuh dan berkembang selama
limahari dalam medium tumbuh, sebanyak 20 mg (-)-EGCG
dilarutkan dalam 20 ml metanol ditambahkan ke dalam medium
tumbuh dan diinkubasi kembali. Hasil analisisHPL C setelah
satu jam waktu inkubasi belum memperlihatkan
berlangsungnya proses reaksi biotransformasi (Gambar 3b).
Setelah waktu inkubasi berlangsung selama 28 jam terlihat
bahwa substrat (-)-EGCG telah diubah seluruhnya menjadi
(-)-EGC (diidentifikasi dengan adisi standar (-)-EGC, Wako,
Jepang), dan asam galat (diidentifikasi dengan adisi atau
penambahan standar asam gal at, Wako, Jepang). Padawaktu
inkubasi jam ke-28, kromatogram hasil analisisHPL C (Gambar
3c) jugamemperlihatkan adanya puncak baru yang selanjutnya
disebut sebagai produk minor. Gambar 3d memperlihatkan
bahwa perpanjangan waktu inkubasi sampai 48 jam
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Gambar 2. Reaksi biotransformasi (-)-EGCG oleh jamur endofit (Agusta et al. 2005).
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Gambar 3. Kromatogram HPLC untuk medium reaksi biotransformasi
(-)-EGCG (5) dengan fungi endofit Diaporthe sp. E. & sebelum
penambahan substrat, b: setelah satu jam setelah penambahan
substrat, c: setelah 28 jam setelah penambahan substrat, d:
48 jam setelah penambahan substrat. Kondisi HPLC:
CAPCELL PAK Phenyl SG-120 250 x 4.6 mm, rt, 20 mM
KH,PO,-CH,CN (gradien: 0 menit, 5% CH,CN sampai 40
menit, 15% CH,CN), 210 nm.

mengakibatkan terjadinyareduksi puncak produk minor yang
diikuti dengan munculnyasuatu puncak baru yang selanjutnya
disebut dengan produk utama.

Purifikasi Produk Biotransformasi. Pemurnian fraksi 2
dengan kolom kromatografi menggunakan fasediam gel silika
dan dielusi dengan | apisan bawah (fase organik) dari campuran
kloroform:metanol:air (65:35:10) menghasilkan 5.4 mg (39%)
serbuk putih yang diidentifikasi sebagai produk utama
berdasarkan analisis HPL C (datatidak ditampilkan).

Identifikasi Produk Utama. Senyawa produk utamadari
proses biotransformasi ini memiliki putaran optik aktif ([a] )
sebesar - 31.2° di dalam metanol (c=0.69, 24 °C) dengan karakter
fisikokimiaseperti terlihat padaTabel 1. Spektrum FAB-MS
memperlihatkan bahwa produk utama memiliki ion molekul
([M+H]*) pada mvz 321 dengan formula molekul C H .O,.
Spektrum*H-RM I dari produk utama(Tabel 1) memperlihatkan
4 sinyal proton aromatik padageseran kimia5.95 ppm (1H, d,
J=2.1Hz,8-H),5.99 ppm (1H, d, J=2.1 Hz, 6-H), 6.63(2H, s, 2'-
& 6’-H). Disamping itu, dua metin proton yang terletak
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Tabel 1. Data *H-RMI (500 MHz) dan *C-RMI (125 MHz) (-)-2R,3S
dihidromirisetin di dalam pelarut d6-aseton

Atom 5C NMR H NMR

c2 84.6 5.35 (1H, d, J = 3.1 Hz)
c3 73.1 428 (1H, d, J = 3.1 H)
c4 197.9 -

Cda 101.4

cs 168.2 -

c6 97.6 5.99 (1H, d, J = 2.1 Hz)
c7 168.2 -

cs 96.1 5.95 (1H, d, J = 2.1 Hz)
csa 165.2 -

cr 129.1 -

c2 108.0 6.63 (1H, )

c3 146.3 -

ca 134.2

cs 146.3 -

ce 108.0 6.63 (1H, )

5-OH - 11.72 (1H, br)

bertetanggamemberikan sinyal padageseran kimia5.35 ppm
(1H, d, J=3.1, 2-H), 4.28 ppm (1H, d, J=3.1 Hz, 3-H) pada
spektrum *H-RMI-nya. Jika dibandingkan dengan spektrum
H-RMI (-)-2R 3R 4R-leukoddfinidin, terjadi pengurangan satu
sinyal metin padaposisi C-4. Hal ini diikuti oleh munculnya
satu sinyal dengan geseran kimia 198.1 ppm pada spektrum
BC-RMI-nyayang merupakan sinyal dari atom karbon karbonil
(4-C). Disamping itu, pada spektrum *H-RMI juga terlihat
adanya sinyal pada geseran kimia 11.72 ppm yang
mengindikasikan adanya gugus hidroksi (6-C) yang
bertetangga dan membentuk kelat (ikatan hidrogen) dengan
gugus karbonil yang ada didekatnya. Keberadaan gugus
karbonil pada produk utama juga didukung oleh serapan IR
pada 1670 cm'?, sedangkan serapan gugus hidroksi muncul
pada panjang gel ombang 3300 cm™.

Spektrum heteronuclear multiple quantum coherence
(HMQC) dari produk utamamemperlihatkan adanyakorel asi
antarasinyal padageseran kimia5.95 ppm (H-8) pada spektrum
'H-RMI dengan sinyad padageseran kimia96.1 ppm (8-C) pada
spektrum BC-RMI, sinyal padageseran kimia5.99 ppm (6-H)
pada spektrum RM| dengan 97.6 ppm (6-C) pada spektrum
BC-RMI. Sedangkan sinyal padageseran kimia6.63 ppm (H-
2' & H-6") memperlihatkan korelasi dengan sinyal padageseran
kimiapada 108.0 ppm (2'-C & 6'-C) padaspektrum C-RMI.
Duasinyal metin proton pada geseran kimia 5.35 ppm (2-H)
dan pada 4.28 ppm (3-H) pada spektrum H-RMI
memperlihatkan korelasi dengan sinyal pada geseran kimia
84.6 ppm (2-C) dan 73.1 ppm (3-C) pada spektrum *C-RM|
berturut-turut. Pada sepktrum heteronuclear multiple bond
correlation (HMBC) terlihat adalong range connectivity dari
sinyal padageseran kimia4.28 (3-H) pada spektrum *H-RMI
dengan sinyal pada geseran kimia 84.6 ppm (2-C), 129 ppm
(1'-C),108.0ppm (2 -C & 6'-C) padaspektrum *C-RMI. Sinyd
pada geseran kimia 5.35 ppm (2-H) pada spektrum *H-RM|
memiliki korelasi dengan sinyal padageserankimia73.1 ppm
(3-C), 197.9 ppm (4-C), dan 101.4 ppm (4a-C) padaspektrum
BC-RMI. Selanjutnya, sinya padageseran kimia5.95 ppm (H-
8) pada spektrum H-RMI, berkorelasi dengan sinyal pada
geserankimia97.6 ppm (6-C), 168.2 ppm(7-C), 165.2 ppm (8a
C), dan 101.4 ppm (4a-C) padaspektrum *C-RMI. Sinyal pada
geseran kimia5.99 ppm (6-H) memiliki korelasi terhadap sinyal
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padageseran kimia168.2 ppm (5- & 7-C), 96.1 ppm (8-C), dan
101.4 ppm (4a-C) padaspektrum B¥*C-RMI, sedangkan sinyal
padageseran kimia6.63 ppm (2'-H & 6'-H, *H-RMI) memiliki
korelasi terhadap sinyal padageseran kimia146.3 ppm (3'-C
& 5'-C) padaspektrum *C-RMI. Terakhir, sinyal padageseran
kimia11.72 ppm (5-OH) memperlihatkan korelasi hanyadengan
satu sinyal padageseran kimia168.2 (5-C) padaspektrum *C-
RMI. Berdasarkan interpretasi dari datadi atas, makastruktur
kimia produk utama dielusidasi sebagai senyawa baru (-)-
2R,3S-dihidromirisetin (Gambar 4).

PEMBAHASAN

Reaksi biotransformasi (-)-EGCG oleh fungi endofit
Diaporthe sp. isolat E menjadi (-)-(2R,39)-dihidromirisetin
terjadi melalui tigatahapan reaksi. Reaks tahap pertamaadaah
reaksi hidrolisis untuk melepaskan gugus galoil menjadi (-)-
GCG (galokatekin galat) dan asam galat. Reaksi tahap kedua
adalah reaksi oksidasi gugus metilen C-4 menjadi 4-hidroksi
untuk menghasilkan produk minor (Gambar 3). Produk minor
ini merupakan hasil purifikasi fraksi 1 dengan menggunakan
metode purifikasi samadengan metode purifikasi untuk fraksi
2. Hasil analisis HPL C memperlihatkan bahwa produk minor
ini memiliki waktu retensi yang samadengan senyawastandar
(-)-2R,3R,4R-leukodelfinidin (hasil isolasi padaAgustaet al.
2005). Hasil analisis HPLC dengan metode adisi atau
penambahan senyawa standar, juga memperlihatkan adanya
peningkatan puncak tunggal tersebut. Dipihak lain, spektrum
H- dan BC-RMI (datatidak ditampilkan) senyawaini juga
identik dengan (-)-2R,3R 4R-leukodelfinidin. Berdasarkan hal
tersebut, senyawa produk minor diidentifikasi sebagai (-)-
2R,3R 4R-leukodelfinidin. Keduatahapan reaksi di atastelah
dilaporkan pada tulisan sebelumnya (Agusta et al. 2005).

Pada reaksi tahap ketiga terjadi reaksi oksidasi lanjutan
pada atom C-4 untuk membentuk quaus karbonil sehinaoa
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menghasilkan (-)-(2R,39)-dihidromirisetin. Padakondis reaksi
biotransformasi ini, keberadaan (-)-(2R,39)-dihidromirisetin
masi h terdeteksi sampai 72 jam waktu inkubasi, namun luas
puncak pada kromatogram HPLC sedikit mengalami
penurunan. Penurunan tersebut kemungkinan disebabkan
terjadinya degradasi molekul (-)-(2R,39)-dihidromirisetin
menjadi molekul yang lebih kecil.

Pada beberapa percobaan terpisah yang dilakukan dalam
rangka menemukan kondisi optimal untuk proses
biotransformasi ini, diketahui bahwareaksi tahap ketiga dari
proses biotransformasi ini merupakan reaksi yang sensitif
terhadap perubahan kondisi lingkungan. Inkubasi (-)-EGCG
dengan fungi endofit Diaporthe sp. isolat E pada temperatur
30°C (kondisi gelap), sampai hari ketujuhinkubas hanyaterjadi
akumulasi (-)-(2R,3R,4R)-leukodelfinidin (dimonitor dengan
analisisTLC). Di pihak lain, prosesreaksi biotransformasi ini
masi h dapat berlangsung jikatemperatur inkubasi diturunkan
menjadi 10 °C dalam kondisi gelap yang ditandai dengan
terjadinyaakumulas (-)-(2R,39)-dihidromirisetin setelah 48 jam
waktu inkubasi. Faktor cahaya juga sangat berpengaruh
terhadap reaksi tahap ketigaini. Pada proses biotransformasi
yang dilakukan pada kondisi ruangan dengan kondisi terang
pada siang hari dan gelap pada malam hari pada kisaran
temperatur 20-26 °C, gagal untuk memberikan produk (-)-
(2R,39)-dihidromirisetin. Beberapa alasan logis tentang
pengaruh cahaya (UV) terhadap inaktivasi suatu enzim telah
dikemukakan oleh beberapa kelompok peneliti (McLaren &
Luse 1961; Blanc et al. 1976; Neves-Petersen et al. 2002).
Namun dalam kasusini masih perlu kgjianyang lebih mendalam
untuk mengetahui secara pasti mekanisme efek cahaya dan
temperatur tinggi (di atas 30 °C) terhadap proses inaktivasi
enzim yang bertanggung jawab terhadap proses oksidasi (-)-
(2R.3R4R)-leukodé finidin menjadi (-)-(2R,39-dihidromirisetin.

Sebagai tambahan, (-)-(2R,39)-dihidromirisetin merupakan
senvawa vana tidak stabil terutama terhadap temperatur,
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Gambar 4. Tahapan reaksi biotransformasi (-)-EGCG menjadi (-)-(2R,3R)-dihidromirisetin.



154 AGUSTA

cahaya, dan udara. Jikasenyawaini dibiarkan di udaraterbuka
dengan temperatur 29-30 °C pada keadaan terang selama
beberapa jam akan segera berubah menjadi kecokel atan.
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