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Analisis Kandungan Senyawa Linamarin Umbi Singkong (Manihot
esculenta) Pada Beberapa Varietas; Elok Bashirah Yuliana, 131710101090;
2017; 58 halaman; Jurusan Teknologi Hasil Pertanian Fakultas Teknologi
Pertanian Universitas Jember.

Produksi singkong yang melimpah selain dapat digunakan sebagai makanan
pokok, bahan baku pembuatan tapioka, MOCAF, dan lain sebagainya (Hartati et
al., 2008). Singkong juga berpotensi digunakan sebagai pangan fungsional karena
memiliki kandungan senyawa bioaktif yang berbeda dengan umbi lainnya yaitu
terdapat senyawa glukosida sianogenik yang terdiri dari linamarin 93% (2-$-D-
glucopyranosyloxy-2-methylpropanenitrile) dan lotaustralin 7% (2R)-2- S -D-
glucopyranosyloxy-2- methylbutyronitrile) yang dapat digunakan untuk terapi
pengobatan kanker. Singkong dilaporkan mengandung nitrilosida linamarin antara
25-1830 mg/kg. Akan tetapi adanya varietas singkong yang berbeda-beda
menunjukkan perbedaan kandungan linamarin yang berkisar antara 25-450 ug
ekuivalen sianida/g.

Penelitian ini yang dilakukan yaitu preparasi bahan sampai mendapatkan
umbi singkong bersih tanpa kulit, kemudian memproduksi ekstrak singkong kasar,
dan setelah itu melakukan ekstraksi senyawa linamarin. Selanjutnya dianalisis
HCN pada umbi singkong segar. Sampel linamarin dianalisis FTIR untuk
mengetahui ketidakstabilan senyawa. Identifikasi dengan LC-MS/MS untuk
mengientifikasi senyawa linamarin dan senyawa non linamarin yang terdapat pada
sampel dengan konsentrasi tertentu.

Hasil penelitian pengujian HCN pada umbi singkong segar mulai dari
konsentrasi tertinggi sampai terndah. Konsentrasi HCN dalam wet basis pada
varietas Malang-4 sebesar 67,63 ppm. Pada varietas Malang-6 sebesar 58,42 ppm.
Pada singkong varietas Kaspro sebesar 44,04 ppm. Varietas Ketan sebesar 14,71
ppm. Varietas Cimanggu sebesar 11,54 ppm. Varietas Mentega sebesar 10,83
ppm.

Hasil identifikasi keberadaan senyawa dengan TIC (Total lon
Chromatography), menunjukkan bahwa senyawa-senyawa lain (non linamarin)
yang terdapat pada ekstrak sampel hanya sebagian kecil. Kandungan senyawa
pada ekstrak sampel yang diekstraksi sebagian besar senyawa linamarin. Hal ini
dapat dibuktikan dengan terdapatnya luas area senyawa yang paling besar dengan
RT (Retention Time) 0,92-0,94 menit, sedangkan senyawa-senyawa lain yang
muncul hanya sebagian kecil dengan luas area sangat kecil.

Hasil dari spektrum massa senyawa linamarin, menunjukkan terdapatnya
komponen-komponen pecahan linamarin yang tersusun atas senyawa dengan berat
molekul 18 m/z, 67 m/z dan 179 m/z. Senyawa linamarin tersusun atas senyawa
dengan berat molekul 67 m/z dan 179 m/z (Lopes et al., 2015), sedangkan
senyawa dengan berat molekul 18 m/z merupakan pelarut jenis NH4 yang
digunakan dalam metode identifikasi senyawa linamarin LC-MS/MS.

Berdasarkan retention time yang didapat terhadap semua sampel senyawa
linamarin 1 teridentifikasi pada RT 0,92-0,96 menit dan pada senyawa linamarin 2
teridentifikasi pada RT 1,16-1,32 menit. Sedangkan senyawa lotaustralin
teridentifikasi pada RT 1,34-1,45 menit. Adanya perbedaan retention pada
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senyawa linamarin 1 dan 2 disetiap sampelnya hal ini dikarenakan adanya
perbedaan afinitis pada sampel terhadap fase diam.

Hasil FTIR senyawa linamarin pada singkong varietas Malang-6 terdapat
bilangan gelombang pita alifatik yaitu O-H, C-H, C-O dan C=N dapat tervibrasi,
sedangkan CN amida tidak dapat tervibrasi. Hal ini menunjukkan bahwa tidak
adanya perubahan atau penguraian selama proses pembuatan sampel, sehingga
struktur molekul linamarin pada singkong tetap seperti semula. Namun terdapat
perbedaan nilai bilangan gelombang yang dihasilkan dari sampel linamarin.
Mekanisme degradasi pita alifatik senyawa linamarin dapat teridentifikasi dengan
adanya pelepasan unsur- unsur O-H (ldibie, 2006) sampai pembentukan CN
amida (Mingi et al., 1992).

Berdasarkan perhitungan dengan spike glukosa, konsentrasi senyawa
linamarin yang ekuivalen dengan glukosa dalam umbi singkong segar mulai dari
tertinggi sampai terendah yaitu : singkong varietas Malang-4 pada linamarin 1
sebesar 14.300,81 ppm dan linamarin 2 sebesar 2.655,73 ppm. Pada singkong
varietas Malang-6 linamarin 1 sebesar 4.630,08 ppm dan linamarin 2 939,17 ppm.
(pada varietas Kaspro linamarin 1 sebesar 1.450,72 ppm dan linamarin 2 sebesar
674,30 ppm. Singkong varietas Ketan linamarin 1 sebesar 1.481,00 ppm dan
linamarin 2 sebesar 662,33 ppm. Pada varietas Cimanggu linamarin 1 sebesar
1.147,06 ppm dan linamarin 2 sebesar 545,52 ppm. Pada varietas Mentega
linamarin 1 sebesar 24,37 ppm dan linamarin 2 sebesar 81,20 ppm. Kandungan
senyawa linamarin ekuivalen dengan glukosa disetiap varietas berbeda-beda.
Adanya perbedaan kandungan senyawa linamarin ini dikarenakan perbedaan laju
biosintesis, degradasi dan laju transport (Elias et al., 1991), serta perbedaan
kondisi lingkungan dan cara budidaya tanaman singkong (Bradbury, 1991).
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SUMMARY

Analysis of Linamarin Compounds of Cassava Bulbs (Manihot esculenta) in
Some Varieties; Elok Bashirah Yuliana, 131710101090; 2017; 58 pages;
Department of Agricultural Product Technology Faculty of Agricultural
Technology University of Jember.

Abundant cassava production can be used as staple food, raw material for
tapioca production, MOCAF, and others (Hartati et al., 2008). Cassava is also
potentially used as a functional food because it contains different bioactive
compounds with other tubers ie there are cyanogenic glucoside compounds
consisting of 93% linamarin (2-B-D-glucopyranosyloxy-2-methylpropanenitrile)
and lotaustralin 7% (2R) -2 - B -D-glucopyranosyloxy-2- methylbutyronitrile)
which can be used for cancer treatment therapies. Cassava is reported to contain
linamarine nitrilosides between 25-1830 mg / kg. However, the presence of
different varieties of cassava shows differences in linamarin content ranging from
25-450 ug equivalent to cyanide / g.

This research is done that is preparation of the ingredients to get the cassava
bulbs clean without skin, then produce the crude cassava extract, and after that do
the extraction of linamarin compound.

Further analyzed HCN on fresh cassava tubers. Linamarin samples were
analyzed by FTIR to determine the instability of the compound. Identification
with LC-MS / MS to identify linamarin compounds and non-linamarin
compounds  contained in  samples of  specific  concentrations.
The results of HCN testing on fresh cassava tubers ranging from highest
concentration to terndah. HCN concentration in wet base on Malang-4 variety was
67,63 ppm. In Malang-6 varieties 58,42 ppm. In the case of Kaspro varieties of
44.04 ppm. Glutinous varieties of 14.71 ppm. Cimanggu varieties of 11.54 ppm.
Varieties of Butter is 10,83 ppm.

The results of identification of the presence of compounds with TIC (Total
lon Chromatography), showed that the other compounds (non linamarin)
contained in the sample extract only a small part. The compound content of
extracted samples extracted most of linamarin compounds. This is evidenced by
the largest area of the compound with RT (Retention Time) 0.92-0.94 minutes,
while other compounds that appear only a small area with a very small area.

The results of the mass spectrum of linamarin compounds, indicating the
presence of linamarin fractional components composed of compounds with
molecular weight of 18 m / z, 67 m/ z and 179 m / z. Linamarin compounds are
composed of compounds with molecular weight of 67 m / z and 179 m / z (Lopes
et al., 2015), whereas the compound with molecular weight of 18 m / z is the type
of NH4 solvent used in the linamarin compound identification method LC-MS /
MS.

Based on the retention time obtained on all samples of linamarin 1
compound was identified at RT 0.92-0.96 min and on linamarin 2 compound was
identified at RT 1.16-1.32 min. While the lotaustralin compound was identified at
RT 1.34-1.45 minutes. The difference of retention on linamarin 1 and 2
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compounds in each sample is due to the difference of affinitis in the sample to the
stationary phase.

The result of FTIR of linamarin compound on cassava varieties Malang-6
there is aliphatic band wave number that is O-H, C-H, C-O and C=N can be
vibrated, while CN amida can not be vibrated. This shows that there is no change
or decomposition during the sample making process, so that the structure of
linamarin molecules in cassava remains the same as before. However, there are
differences in the value of the wave numbers generated from the linamarin
sample. The mechanism of aliphatic ribbon degradation of linamarin compounds
can be identified by the release of elements of O-H (ldibie, 2006) to CN amide
formation (Mingi et al., 1992).

Based on the calculation with glucose spike, the concentration of linamarin
compounds equivalent to glucose in fresh cassava tubers ranging from highest to
lowest are: cassava varieties of Malang-4 in linamarin 1 of 14,300,81 ppm and
linamarin 2 of 2,655,73 ppm. In cassava varieties Malang-6 linamarin 1 for
4,630,08 ppm and linamarin 2 939,17 ppm. (On varieties of Cashpro linamarin 1
for 1,450,72 ppm and linamarin 2 equal to 674,30 ppm) cassava Vvarieties of ketan
linamarin 1 1,481,00 ppm and linamarin 2 662,33 ppm On varieties of Cimanggu
linamarin 1 1,147,06 ppm and Linamarin 2 amounting to 545,52 ppm On varieties
Linamar butter 1 for 24,37 ppm and linamarin 2 equal to 81,20 ppm Linamarin
compound content equivalent to glucose in each varieties different The difference
of linamarin compound is due to different rate of biosynthesis, Degradation and
transport rate (Elias et al., 1991), as well as differences in environmental
conditions and the way cultivation of cassava plants (Bradbury, 1991).
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Produksi umbi-umbian di Indonesia yang paling melimpah yaitu singkong
(Manihot esculenta), terbukti pada tahun 2015 produksi singkong sebanyak
21.791.000 ton dengan luas panen sebesar 949.000 Ha, dan produktivitas 229,56
Ku/Ha dengan berbagai jenis varietas yang ada (BPS, 2016). Hal ini menjadikan
Indonesia sebagai produsen singkong ketiga terbesar di dunia setelah Brazil dan
Nigeria.

Potensi pengembangan tanaman singkong di Indonesia sangat mudah
mengingat lahan yang tersedia untuk budidaya singkong cukup luas terutama
dalam bentuk lahan di dataran rendah serta lahan-lahan di dataran tinggi dekat
kawasan hutan (Hartati et al., 2008). Singkong memiliki banyak jenis varietas dan
bermunculan varietas-varietas baru khusunya di daerah Jawa Timur. Pada tahun
2001 diluncurkan varietas unggulan baru yang produktivitasnya cocok ditanam di
daerah Jawa Timur Khususnya Jember. Varietas-varietas tersebut diantaranya
varietas Kaspro, Malang-4, Malang-6, Mentega, Ketan, dan Cimanggu.

Produksi singkong yang melimpah tersebut selain dapat digunakan sebagai
makanan pokok, bahan baku dalam pembuatan tapioka dan MOCAF, singkong
juga berpotensi digunakan sebagai bahan nutraceuticall karena memiliki
kandungan senyawa bioaktif yang berbeda dengan umbi lainnya. Umbi singkong
mengandung senyawa glukosida sianogenik yang terdiri dari linamarin 93% (2-4-
D-glucopyranosyloxy-2-methylpropanenitrile) dan lotaustralin 7% (2R)-2- S -D-
glucopyranosyloxy-2- methylbutyronitrile) yang dapat digunakan untuk terapi
pengobatan kanker (Liangcheng et al., 1995). Linamarin yang diekstrak dari biji
almond, apricot, peach, dan singkong telah dikenal lama dalam sejarah
pengobatan cina, yaitu dapat digunakan sebagai terapi pengobatan kanker (Lyuke,
2004 dalam hartati et al., 2008).

Menurut Saidu (2004) penguraian metabolik linamarin oleh B-glukosidase
(enzim linamarase atau enzim hidrolase) yang akan menghasilkan terbentuknya
gula keton dan sianida. Sianida yang dihasilkan oleh linamarin merupakan agen

sitotoksik yang berpotensi membunuh sel kanker dengan jalan menghambat
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sitokrom oksidase pada rantai transport elektron mitokondria. Sel kanker (sel
neoplastik) yang kekurangan enzim rhedonase tetapi memiliki banyak enzim
hidrolase. Enzim hidrolase tersebut jika bereaksi dengan senyawa linamarin, maka
sel kanker tersebut akan terpapar efek lethal oleh sianida yang dilepaskan oleh

senyawa linamarin (Hartati et al., 2008).

1.2 Rumusan Masalah

Singkong dilaporkan mengandung nitrilosida linamarin antara 25-1830
mg/kg (Culbert, 1983). Akan tetapi adanya varietas singkong yang berbeda-beda
menunjukkan perbedaan kandungan linamarin yang berkisar antara 25-450 ug
ekuivalen sianida/g (Hartati et al., 2008). Beberapa varietas singkong yang
memiliki kandungan senyawa linamarin yang berbeda seperti varietas manis
(Mentega, Ketan, dan Cimanggu) yang biasanya dikonsumsi oleh masyarakat,
varietas pahit (Kaspro, Malang-4, dan Malang-6) yang biasa tidak dikonsumsi
langsung oleh masyarakat dan digunakan sebagai bahan baku dalam industri.
Adanya perbedaan kandungan senyawa linamarin pada beberapa varietas
singkong dikarenakan adanya perbedaan laju biosintesis, degradasi dan laju
transport (Elias et al., 1991), serta perbedaan kondisi lingkungan dan cara
budidaya tanaman singkong (Bradbury, 1991). Oleh karena itu diperlukan
melakukan penelitian untuk identifikasi dan menganalisis kandungan senyawa
linamarin pada umbi beberapa varietas singkong agar dapat digunakan sebagai
data eskplorasi terkait potensi senyawa linamarin pada singkong sebagai

nutraceutical.

1.3 Tujuan Penelitian
Tujuan dari penelitian ini antara lain :
1. Mengidentifikasi kandungan senyawa linamarin umbi singkong pada
beberapa varietas.
2. Mengetahui konsentrasi senyawa linamarin dalam umbi singkong pada

beberapa varietas.
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1.4 Manfaat Penelitian
Manfaat dari penelitian ini adalah :
1. Meningkatkan nilai guna dan nilai tambah (added value) bahan pangan
lokal.
2. Dapat digunakan sebagai data eskplorasi terkait potensi senyawa linamarin
pada singkong sebagai nutraceutical.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Singkong

Singkong (Manihot esculenta) merupakan tanaman yang sangat populer di
seluruh dunia, khususnya di negara-negara tropis. Singkong merupakan salah satu
bahan pangan yang utama. Di Indonesia, singkong merupakan makanan pokok ke
tiga setelah padi-padian dan jagung (Chalil, 2003). Singkong mengandung
senyawa glukosida sianogenik yang tersebar hampir pada semua jaringan tanaman
(Djazuli dan Bradbury, 1999).

Gambar 2.1 Umbi singkong (Dokumentasi Pribadi)

Menurut Badan Penelitian dan Pengembangan Pertanian (2011)
pengelompokan singkong berdasarkan HCN menjadi 3 kelompok yaitu :

a. Tidak boleh dikonsumsi bila kadar HCN lebih dari 100 ppm (rasa pahit),
seperti varietas Adira Il, Adira IV dan Thailand.

b. Dianjurkan tidak dikonsumsi bila kadar HCN 40 — 100 ppm (agak pahit),
seperti varietas UJ-5.

c. Boleh dikonsumsi kadar HCN kurang dari 40 ppm (tidak pahit), seperti varietas
Adira | dan Manado.

Terdapat korelasi antara kadar HCN singkong segar dengan kandungan pati.
Semakin tinggi kadar HCN semakin pahit dan kadar pati meningkat dan
sebaliknya. Di samping itu, singkong segar mengandung senyawa polifenol dan
bila terjadi oksidasi akan menyebabkan warna coklat (browning secara enzimatis)
oleh enzim fenolase, sehingga warna tepung kurang putih (Badan Penelitian dan
Pengembangan Pertanian, 2011).

Berdasarkan kadar amilosa, singkong dibagi menjadi 2 kelompok, yaitu
singkong gembur (kadar amilosa lebih dari 20%) yang ditandai secara fisik bila

kulit ari yang berwarna coklat terkelupas dan kulit tebalnya mudah dikupas, dan
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singkong kenyal (kadar amilosa kurang dari 20%) yang ditandai bila kulit ari
warna coklat tidak terkelupas (lengket pada kulit tebalnya) dan kulit tebalnya sulit
dikupas (Badan Penelitian dan Pengembangan Pertanian, 2011).

Varietas singkong yang ada di Indonesia sangat banyak dan berbeda-beda,
sehingga menunjukkan kandungan senyawa glukosida yang berbeda pula. Hal ini
juga berpengaruh terhadap kandungan linamarin. Kandungan linamarin pada
setiap varietas singkong berbeda-beda berkisar antara 25-250 ug ekivalen
sianida/g. Hal tersebut disebabkan oleh perbedaan laju biosintesis dan degradasi
senyawa glukosida sianogen pada singkong (Elias et al., 1997). Menurut
Bradbury et al (1991) menyatakan bahwa faktor lain yang dapat mempengaruhi
perbedaan kandungan senyawa glukosida sianogenik pada varietas singkong

adalah lingkungan, teknik penanaman dan kondisi tumbuh singkong tersebut.

2.2 Varietas Singkong

CIAT (Centro International de Agricultural Tropica) memperkenalkan 22
jenis tanaman singkong dan 9 jenis dari Philipina sejak tahun 1977-1979. Jenis
atau varietas singkong termasuk dalam kategori unggul apabila memenuhi

persyaratan yaitu: hasil produksi tinggi, lebih dari 30 ton/ha; kadar pati 35%-40%;

berumur genjah (pendek) kurang dari 8 bulan; tahan terhadap serangan hama dan

penyakit; dan memiliki rasa yang bervariasi sesuai kebutuhan. Apabila
dikonsumsi secara langsung, digunakan singkong rasa manis, sedangkan untuk

keperluan industri, digunakan singkong rasa pahit (Suprapti, 2005).

Varietas-varietas singkong unggul yang biasa ditanam penduduk

Indonesia, khususnya di Kabupaten Jember antara lain: Kaspro, Malang-4,

Malang-6, Mentega, Ketan, dan Cimanggu. Beberapa varietas tanaman singkong

yang banyak memberikan hasil dari pertanamannya adalah sebagai berikut :

a. Varietas Kaspro : yaitu termasuk dalam Varietas Unggul Baru (VUB) dan
mempunyai produksi dan kadar pati tinggi telah berkembang luas di Jawa
Timur. Varietas Kaspro umur genjah, kadar pati tiggi dan produksi tinggi (35-
40 ton/Ha/8-10 bulan) sangat diminati pihak industri di Jawa Timur. Varietas
Kaspro memiliki kadar air 57,35%, kadar bahan kering 41,34%, kadar gula
total 36,22%, kadar pati dalam berat kering sebesar 79,57%, kadar serat dalam
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berat kering sebesar 1,70%, dan kadar amilosa dalam berat kering sebesar
25,66% (Ginting et al., 2006).

. Varietas Malang-4 : termasuk kedalam varietas introduksi dan dilepas pada
tahun 2001. Optimal pemanenan umbi yaitu berumur 9 bulan, hasil umbi
sebanyak 39,7 t/Ha, memiliki kadar pati dalam berat basah sebesar 25-32%
dan kadar HCN >100,0 mg/kg. Varietas Malang-4 memiliki rasa pahit, agak
tahan tungau merah (Tetranichus sp.), adaptif terhadap hara sub-optimal dan
sesuai untuk bahan baku industri (Balitkabi, 2011).

Varietas Malang-6 : termasuk kedalam varietas introduksi dan dilepas pada
tahun 2001. Optimal pemanenan umbi yaitu berumur 9 bulan, hasil uumbi
sebanyak 36,4 t/Ha, memiliki kadar pati dalam berat basah sebesar 25-32%,
dan kadar HCN >100,0 mg/kg. Varietas Malang-6 memiliki rasa pahit, agak
tahan tungau merah (Tetranichus sp.), adaptif terhadap hara sub-optimal dan
sesuai untuk bahan baku industri (Balitkabi, 2011). Menurut Ginting et al.,
(2006) karakteristik singkong varietas malang-6 yaitu memiliki kadar air
53,77%, kadar bahan kering 45,49%, kadar gula total dalam berat basah
sebesar 41,29%, kadar serat dalam berat kering 1,39%, dan kadar amilosa
dalam berat kering sebesar 27,16%.

. Varietas Mentega : Varietas Mentega memiliki kadar HCN antara 50-100 ppm
termasuk kedalam golongan singkong yang beracun sedang. Varietas Mentega
memiliki rasa yang enak dan kandungan patinya yang relatif tinggi. Ciri-ciri
dari varietas ini adalah warna kulit daging ubi kekuningan, enak, manis dan
kadar tepungnya lebih dari 26% (Purwaningsih, 2005). Sementara itu produksi
singkong varietas Mentega mencapai 20 ton dari rata-rata 117-155 ton
produksi singkong (BPS, 2005).

Varietas Ketan : Varietas Ketan memiliki rasa yang manis, enak, dan memiliki
kadar HCN antara 50-100 ppm. Termasuk dalam Varietas Unggul Baru
(VUB) dan berkembang luas di Jawa Timur. (Balitkabi, 2011).

Varietas Cimanggu : Varietas Ketan memiliki rasa yang manis, enak, dan
memiliki kadar HCN antara 50-100 ppm. Termasuk dalam Varietas Unggul
Baru (VUB) dan berkembang luas Sukabumi (Balitkabi, 2011).


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

2.3 Linamarin dan Lotaustralin

Linamarin merupakan senyawa bioaktif turunan dari valin sedangkan
lotaustralin merupakan turunan dari isoleusin. Rasio linamarin dan lotaustralin
pada umbi singkong adalah sekitar 93:7 (Hartati, 2008). Senyawa glukosida
sianogenik yaitu linamarin, dengan adanya enzim linamarase (p-glukosidase),
akan terhidrolisa menjadi acetocyanohidrin. Selanjutnya cyanohidrin akan terurai
menjadi hidrogen sianida. Hidrolisa linamarin terdiri dari dua tahap reaksi yang
melibatkan pembentukan senyawa intermediate, yakni acetonecyanohidrin, yang
selanjutnya secara spontan atau oleh aksi dari enzim hydroxynitrilelyase akan
membentuk acetone dan hidrogen sianida (Yeoh et al., 2000). Pada singkong,
glukosa sianogenik utama adalah linamarin, sementara sejumlah kecil lotaustralin
(metil linamarin) hanya ditemukan dalam jumah kecil pada singkong. Struktur
molekul linamarin dapat dilihat pada Gambar 2.2, hidrolisis linamarin dapat
dilihat pada Gambar 2.3, dan struktur molekul dapat dilihat pada Gambar 2.4.

CH;
CH-.OH | |

— O\ O—C—CN
H

|
\OH H | on

H OH

Gambar 2.2 Struktur molekul linamarin (Idibie, 2006)

hydrolysis
CgH1106C(CH3),CN » C¢Hi:Os + HOC(CHj3),CN
linamarin Linamarase glucose acetonecyanohydrin
OH"
= > (CH3)»CO + HCN

hydroxynitrilyase acetone hydrogen cyanide

Gambar 2.3 Hidrolisis linamarin (Idibie, 2006)
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Gambar 2.4 Struktur Molekul Lotaustralin (Lopes, 2015)

Linamarin (C10H17NOg) juga dikenal sebagai phaseolunatin yang memiliki
berat molekul 247,24 g/mol. Komposisi linamarin secara fitokimia terdiri dari C
48,85%, H 6,83%, N 5,6% dan O 38,83%. Linamarin larut dalam air dan
berwujud bubuk berwarna putih (Seigler, 1975). Linamarin dengan cepat
dihidrolisis menjadi glukosa dan aseton sianohidrin, sedangkan lotaustralin
dihidrolisis menjadi sianohidrin dan glukosa. Dibawah kondisi netral, aseton
sianohidrin didekomposisi menjadi aseton dan hidrogen sianida (Sulusi, 2011).
Proses hidrolisis senyawa linamarin dan lotaustralin dapat dilihat pada Gambar
2.5.

CHZOH CHy CH;OH
0, 0-C-CaN Linamarase

= —o_ o o
| , P HC
o AN — Km |4 ongeeN e
HO | HO CHy /
OH HC

OH
. ’ Acetone S ontaneous/
Linamarin al po J Hydrogen
HGa cyanohydrin Hydroxynitrile lyase Acstone c%(ani%e

Gambar 2.5 Proses hidrolisis senyawa linamarin dan lotaustralin (Sulusi, 2011).

Linamarin termasuk dalam kelas yang dikenal sebagai beta-cyanogenetic
glucosides. Termasuk juga didalamnya glukosida yang lain seperti lotaustralin,
amygladin, prunasin dan dhurrin. Linamarin juga dikenal sebagai nitriloside
(Krebs, 1970). Senyawa senyawa tersebut didefinisikan sebagai senyawa yang
larut dalam air, tidak beracun, dan senyawa bergula yang ditemukan dalam
tumbuh-tumbuhan. Banyak diantara senyawa glukosida tersebut yang dapat
dimakan. Senyawa-senyawa tersebut merupakan senyawa yang terdiri dari
molekul-molekul gula, hydrogen cyanide, cincin benzene atau aseton (Krebs,
1970 dalam Idibie, 2006), akan tetapi linamarin tidak memiliki cincin benzene.
Singkong merupakan sumber nitrilosida tertinggi (linamarin) dibandingkan
tanaman lain seperti sorghum, gandum, dan millet (Oke 1969, Krebs 1974 dalam
Hartati et al., 2008). Singkong dilaporkan mengandung nitrilosida linamarin
antara 25-1830 mg/kg (Culbert, 1983 dalam Hartati et al., 2008).
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2.4 Efek Fungsional Senyawa Linamarin

Beberapa penelitian menyebutkan bahwa linamarin yang terdapat pada
produk-produk dari singkong dapat melewati proses metabolisme pada tubuh
manusia tanpa ada perubahan terhadap strukturnya selama 24 jam dan dikeluarkan
dari tubuh melalui sekresi urin (Brimer and Roseing, 1993., Calson., et al, 1995
dalam Hartati et al., 2008).

Linamarin memiliki sifat-sifat yang dapat menjadikannya sebagai kandidat
senyawa antineoplastik (anti kanker). Linamarin disebut juga sebagai nitrilosida
yang diharapkan pada proses hidrolisis dapat menghasilkan senyawa sitotoksik
yaitu asam sianida. Sel neoplastik (sel kanker) yang kekurangan enzim rhedonase
dan kaya akan enzim hidrolase akan terpapar terhadap efek lethal dari sianida
yang dilepaskan oleh linamarin (Hartati et al., 2008).

Sejak tahun 1981 telah diketahui bahwa linamarin merupakan faktor
agravasi pada devisiensi iodine yang mengakibatkan terjadinya malnutrisi.
Sebagai senyawa cyanoglukosida, linamarin secara kimia dikaitkan dengan
amygdalin (laetrile) walaupun keduanya berbeda berat molekulnya. Linamarin
dan amygdalin yang diekstrak dari biji almond, apricot, peach (Nahrstedt, 1987
dalam Hartati et al., 2008), dan ekstrak singkong (Yeoh, 1998) telah digunakan
dalam pengobatan kanker dan telah dikenal lama dalam sejarah pengobatan cina
(Lyuke, 2004 dalam Hartati et al., 2008).

2.5 Teknis Isolasi Senyawa Linamarin

Teknik isolasi senyawa linamarin menggunakan metode ultrafiltrasi,
penggunaan ultrafiltrasi dikarenakan senyawa glukosida sianogen yang terdapat
pada sel singkong memiliki ukuran yang kecil dan berada pada jaringan terdalam
sel. Ultrafiltrasi merupakan suatu komponen alat yang mampu memisahkan
senyawa glukosida sianogen dengan jaringan sel singkong (Idibie, 2006). Prinsip
kerjanya berdasarkan membran yang digunakan pada saat filtrasi. Membran
adalah suatu lapisan tipis yang memisahkan dua fase dan membatasi
pengangkutan berbagai bahan kimia secara selektif. Membran dapat berupa

heterogen atau homogen, simetrik atau asimetrik dalam strukturnya, padat atau
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cairan, yang dapat membawa muatan positif atau negatif, netral atau bipolar.
Membran dapat memanfaatkan berbagai driving force untuk memisahkan material
(Aryanti, 2013). Ultrafiltrasi adalah teknik proses pemisahan membran untuk
menghilangkan berbagai zat terlarut dengan BM (berat molekul) tinggi, aneka
koloid, mikroba sampai padatan tersuspensi dari air larutan. Membran
semipermeabel dipakai untuk memisahkan makromolekul dari larutan. Ukuran
dan bentuk molekul terlarut menjadi faktor penting dalam metode ultrafiltrasi
(Aryanti, 2013). Tekanan sistem ultrafiltrasi biasanya rendah antara 10-100 Psi
(70-700 kPa), sehingga dapat menggunakan pompa sentrifugal biasa.

Membran ultrafiltrasi dibuat dengan mencetak polimer selulosa acetate
(CA) sebagai lembaran tipis. Fluks maksimum bila membrannya anisotropic, ada
kulit tipis rapat dan pengemban berpori. Membran selulosa acetate (CA)
mempunyai sifat pemisahan yang baik namun dapat dirusak oleh bakteri dan zat
kimia, rentan pH. Ada pula sembilan membran dari polimer polisulfon, akrilik,
juga polikarbonat, PVC, poliamida, piliviniliden fluoride, kopolimer AN-VC,
poliasetal, poliakrilat, kompleks polielektrolit, PVA ikat silang. Juga dapat dibuat
membran dari keramik, aluminium oksida, zirconium oksida dan lain sebagainya
(Aryanti, 2013). Fouling membran merupakan perubahan irreversibel yang terjadi
pada membran. Penyebab dari foluling adalah interaksi fisik dan atau kimia
spesifik antara membran dan komponen-komponen yang ada dalam aliran proses.
Terjadinya fouling membran tidak dapat dihindari dan inilah tantangan terberat
dalam teknologi membran. Lapisan fouling membran (foulant) ini menghambat
filtrasi. Foulant ini dapat berupa endapan organik (makromolekul, substansi
biologi), endapan inorganik (logam hidroksida, garam kalsium) dan partikulat.
Foulant akan terakumulasi pada permukaan membran karena tidak ikut ambil
bagian dalam transfer massa. Akibatnya foulant ini akan mengurangi efektivitas
dan fluks membran (Aryanti, 2013).

2.6 LC-MS/MS (Liquid Chromatography-tandem Mass Spectrometry)
LC-MS/MS adalah salah satu teknik kimia yang menggabungkan kemampuan
pemisahan fisik dari kromatografi cair dengan kemampuan analisis spectrometer

massa. LC-MS/MS merupakan satu satunya teknik kromatografi cair dengan detector
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spectrometer massa. Kelebihan dari teknologi LC-MS/MS vyaitu: hasil analisis yang
khas dan spesifik diperoleh dari penggunaan spectrometer massa sebagai detektor,
aplikasi yang luas dengan sistem yang praktis karena penerapan LC-MS/MS tidak
terbatas untuk molekul volatil (biasanya dengan berat molekul dibawah 500 Da),
mampu mengukur analit yang sangat polar, selain itu persiapan sampel cukup
sederhana tanpa adanya teknik derivatisasi pengujian yang berbeda dapat
dikembangkan dengan tingkat fleksibilitas yang tinggi dan waktu yang singkat. Selain
itu, sejumlah data kualitatif maupun kuantitatif dapat diperoleh. Hal ini disebabkan
seleksi ion yang sangat cepat dengan banyak parameter (Michael dan Seger, 2008
dalam Ginting, 2012).

Spektrometer massa bekerja dengan molekul pengion yang kemudian akan
memilah dan mengidentifikasi ion menurut massa, sesuai rasio fragmentasi molekul
(m/z). Dua komponen kunci dalam proses ini adalah sumber ion (ion source) yang
akan menghasilkan ion, dan analisis massa (mass analyzer) yang menyeleksi ion.
Sistem LC-MS/MS umumnya menggunakan beberapa jenis ion source dan mass
analyzer yang dapat disesuaikan dengan kepolaran senyawa yang akan dianalisa
(Agilent Technologies, 2001 dalam Ginting, 2012).

2.7 FTIR (Fourier Transform Infrared)

FTIR (Fourier Transform Infrared) prinsip kerjanya yaitu berdasarkan pada
besarnya frekuensi sinar infra merah (infrared) yang diserap dengan tingkat energi
tertentu. Molekul senyawa kompleks yang diinjeksikan dengan energi dari sinar
infra merah yang akan menyebabkan molekul tersebut mengalami vibrasi. Setiap
atom atau molekul besarnya energi vibrasi berbeda tergantung pada atom-atom
dan kekuatan ikatan, sehingga dihasilkan frekuensi yang berbeda pula (Suseno
dan Firdausi, 2008). Spektrum FTIR digunakan untuk mengetahui keberadaan
gugus fungsi pada senyawa yang memiliki pita spesifik yang menonjol yaitu C-H,
C-C, C=0, 0O-H, N-H, C-0O, C=C, C=N dan NO2 serta dapat dikombinasikan
dengan konjugat frekuensi yang terbentuk, seperti CN amida-oksin (Rahman et
al., 2007).
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BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini akan dilaksanakan di Laboratorium Kimia dan Biokimia
Pangan Hasil Pertanian, Laboratorium Rekayasa Proses Pangan dan Hasil
Pertanian, Fakultas Teknologi Pertanian, Laboratorium Kimias, Fakultas Farmasi,
Universitas Jember dan Laboratorium Teknik Kimia, Politeknik Negeri Malang.
Penelitian ini dilaksanakan selama 7 bulan yaitu pada bulan November 2016 —
Juni 2017.

3.2 Alat dan Bahan Penelitian
3.2.1 Alat Penelitian

Alat yang digunakan dalam isolasi senyawa bioaktif linamarin adalah rotary
evaporator BUCHI RE 120, Vakum filtrasi, Whatman 80 mm No 41, blender
Philips, freeze dryer, dan sentrifuse 5.000 rpm. Alat yang digunakan dalam
analisis dan identifikasi kandungan senyawa linamarin yaitu seperangkat alat LC-
MS/MS (Liquid Chromatoghraphy-tandem Mass Spectrometry) merk Acella type
1250 buatan Thermo Scientific, seperangkat alat FTIR dan spektrofotometri UV-
Vis.
3.2.2 Bahan Penelitian

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini meliputi singkong varietas
manis (Mentega, Ketan, dan Cimanggu) dan pahit (Malang 4, Malang 6, dan
Kaspro) yang diperoleh dari Dusun Kali Malang, Desa Mulyoharjo, Kecamatan
Puger. Bahan kimia yang digunakan dalam penelitian adalah methanol teknis,
granula karbon aktif dengan ukuran 8-20 mesh, asam format, methanol pro

analisis, kertas pikrat, isopropanol, dan aquades.

3.3 Rancangan Penelitian
Penelitian dilaksanakan dalam beberapa tahap antara lain preparasi bahan,
ekstraksi linamarin kasar dan purifikasi linamarin (Idibie, 2006). Berikut adalah

penjelasan dari tahap-tahap penelitian yang akan dilaksanakan.
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3.3.1 Preparasi Bahan

Preparasi bahan yang dilakukan yaitu singkong segar dilakukan pengupasan
untuk menghasilkan singkong tanpa kulit. Setelah itu dilakukan pencucian dengan
air untuk memisahkan singkong dengan kotoran, sehingga didapatkan singkong

bersih dan dapat dilakukan proses selanjutnya. Diagram alir preparasi bahan dapat

dilihat pada Gambar 3.1.

v

- Pencucian

Singkong bersih
tanpa kulit

Gambar 3.1 Preparasi bahan

3.3.2 Produksi Ekstrak Singkong Kasar

Umbi singkong sebanyak 250 gram yang telah dihasilkan pada proses
preparasi bahan dilakukan pemotongan untuk memperluas permukaan pada
singkong dan memudahkan dalam proses penghalusan atau penggilingan. Setelah
dilakukan pemotongan singkong tersebut dilakukan penghalusan dengan
menggunakan blender selama 10 menit untuk mendestruksi umbi singkong. Pada
proses penghalusan ini ditambahkan methanol hangat 99,5% sebanyak 2:1
(methanol teknis : umbi singkong) yang berfungsi untuk mengeskstrak linamarin
yang terdapat pada singkong terebut. Selanjutnya sampel yang telah homogen
dilakukan pemisahan dengan menggunakan vakum filtrasi dengan ukuran kertas
whatmann 80 mm no 41. Sampel (filtrat) yang lolos dilakukan pemekatan dengan
menggunakan rotary evaporator pada suhu 45°C sampai pekat, hasil yang
diperoleh dari pemekatan tersebut adalah ekstrak singkong kasar. Diagram alir
proses produksi ekstrak singkong kasar singkong dapat dilihat pada Gambar 3.2.
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Umbi singkong 250 g

Pengecilan ukuran

v

Penggilingan £10 menit

Penambahan
methanol teknis
2:1

Penyaringan

|

Evaporasi suhu 45°C
menggunakan rotary evaporator

Ekstrak singkong
kasar 100 ml

Gambar 3.2 Produksi ekstrak singkong kasar (Idibie, 2006)

3.3.2 Ekstraksi Senyawa Linamarin

Ekstrak singkong kasar sebanyak 100 ml dilakukan pelarutan dengan
aquadest 150 ml. Setelah itu dilakukan adsorbsi menggunakan granula karbon
aktif sebanyak 30 gram yang berfungsi untuk mangadsorb senyawa-senyawa non
glukosa sianogenik. Setelah itu dilakukan penggojokan menggunakan waterbatch
pada suhu 25°C selama 24 jam untuk mengasilkan sampel yang homogen. Sampel
yang telah homogen dilakukan pemisahan dengan vakum filtrasi menggunakan
kertas whatman 80 mm no 41 untuk memisahkan filtrat dan endapan. Filtrat yang
dihasilkan dilakukan pemisahan dengan menggunakan sentrifuse selama 5 menit
dengan kecepatan 5.000 rpm, sentrifugasi berfungsi untuk memisahkan antara
filtrat dan endapan. Filtrat yang didapat dilakukan penyaringan menggunakan
kertas saring. Filtrat yang dihasilkan tersebut merupakan senyawa linamarin
basah. Setelah itu filtrat dikeringkan menggunakan alat freeze dryer sampai kering
berbentuk bubuk. Diagram alir ekstraksi senyawa bioaktif linamarin dapat dilihat

pada Gambar 3.3.
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Ekstrak singkong
kasar 100 ml

150 ml aquadest Pelarutan

'

30 g granula karbon aktif Adsorpsi

v

Shaker waterbatch 25°C, 24 jam

N
Penyaringan —/ Endapan /
Sentrifugasi 5.000 rpm, 5 menit —/Endapan/

A

Filtrat

Penyaringan

\4

Filtrat

Pengeringan dengan
freeze dryer

Linamarin

Gambar 3.3 Diagram alir ekstraksi senyawa linamarin (Idibie, 2006)

3.4 Parameter Pengamatan
Kandungan senyawa linamarin dianalisis dan diidentifikasi dengan beberapa
pengamatan antara lain :
a. ldentifikasi senyawa linamarin menggunakan LC-MS/MS (Lopes et al., 2015).
b. Analisis senyawa linamarin menggunakan FTIR (Idibie, 2006).
c. Pengujian kandungan HCN singkong segar menggunakan spektrofometri
(Nebiyu dan Getachew, 2011).
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3.5 Prosedur Analisa
3.5.1 Preparasi Sampel

Preparasi sampel yang dilakukan sebelum dianalisis dan diidentifikasi
dengan LC-MS/MS vyaitu melakukan preparasi bahan sampai memperoleh
singkong bersih tanpa kulit. Setelah itu melakukan ekstraksi singkong kasar
dengan dilakukan pemisahan menggunakan vakum filtrasi dan evaporasi.
Selanjutnya dilakukan ekstraksi untuk menghasilkan ekstrak kasar senyawa
linamarin.
3.5.2 Pengujian Kandungan HCN pada Singkong Segar

Pengukuran kandungan HCN pada singkong segar dilakukan dengan cara
spektrofotometri. Hal pertama yang dilakukan yaitu kertas pikrat direndam ke
dalam 0,5 gram sampel yang telah ditambahkan 1 ml akuades selama 30 menit.
Setelah itu dilakukan pengenceran sampai 10 ml. Selanjutnya diukur dengan
spektofotometri UV-Vis pada panjang gelombang 510 nm. Larutan blanko yang
digunakan yakni asam pikrat direndam ke akuades tanpa sampel, (Nebiyu &
Getachew, 2011). Perhitungan konsentrasi HCN pada sampel berdasarkan kurva

standart. Diagram alir prosedur pengukuran kandungan HCN dapat dilihat pada

Gambar 3.4.
Sampel 0,5 g
Penambahan 1 ml .|  Dimasukkan dalam
aquades, 1 ml HCI 3 N g tabung reaksi

Masukkan kertas pikrat

.

Pendiaman 1 jam

.

Elusikan pada 10 ml
aquades

'

Spektrofotometri

Gambar 3.4 Diagram alir pengukuran HCN (Nebiyu dan Getachew, 2011)
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3.5.3 Analisis Senyawa Linamarin menggunakan FTIR

Sampel sebanyak 0,5 gram diletakkan pada meja ATR, kemudian
dilakukan pemasangan sensor IR dan dilakukan pengeratan. Sampel yang
sudah tersentuh oleh sensor IR, setelah itu dilakukan pengambilan data
sebanyak tiga kali. Sampel yang sudah tidak digunakan, kemudian dilakukan
pembilasan dengan aquadest dan dilanjutkan dengan pembilasan isopropanol
(Idibie, 2006). Diagram alir analisis menggunakan FTIR dapat dilihat pada

Gambar 3.5.
0,5 g ram sampel

Peletakan pada meja ATR

:

Pemasangan sensor IR dan
dilakukan pengeratan

-

Pengambilan data sebanyak 3 kali

v

Sampel yang tidak digunakan dilakukan
pembilasan dengan aquades dan
isopropanol

Gambar 3.5 Analisis senyawa linamarin dengan FTIR (Idibie, 2006)
3.5.4 Identifikasi dengan LC-MS/MS

Identifikasi senyawa linamarin dan lotaustralin menggunakan LC-MS/MS.
Prosedur untuk identifikasi dengan LC-MS/MS yaitu melarutkan sekitar 0,1 gram
ekstrak sampel kedalam pelarut 0,1% asam format dalam (Acetonitrile : air ;
80:20). Selanjutnya dilakukan sonifikasi selama 30 menit, kemudian
disentrifugasi dengan kecepatan 400 rpm selama 10 menit. Setelah itu dilakukan
penyaringan dengan membrane filter 0,2 mikron, lalu dimasukkan kedalam botol
vial dan dilakukan analisis menggunakan kolom dengan spesifikasi Hypersil Gold
(50mm x 2,2dmm x 1,9um). UHPLC merk Acella type 1250 buatan Thermo
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Scientific  yang terdiri dari degasser vakum, pompa quartener, autosampler
termostatik dikendalikan personal computer melalui program x-calibur (Lopes., et
al, 2015).
Eluen A = 0,1% asam format dalam air,
Eluen D = 0,1% asam format dalam methanol
Eluen C = 20 mMol asam format dalam (methanol dan Isopropano 45:55).

Fase gerak dengan kecepatan diatur dengan komdisi sistem gradient dapat
dilihat pada Tabel 3.1.

Tabel 3.1 Kondisi system gradient (Lopes., et al, 2015).

No Time A% B% C% D% pl/min
0 0.00 95.0 0.0 0.0 5.0 150.0
1 1.00 95.0 0.0 0.0 5.0 150.0
2 2.00 15.0 0.0 10.0 75.0 300.0
3 2.50 0.0 0.0 25.0 75.0 300.0
4 3.75 0.0 0.0 25.0 75.0 300.0
5 4.00 15.0 0.0 10.0 75.0 300.0
6 4.50 95.0 0.0 0.0 5.0 300.0
7 6.00 95.0 0.0 0.0 5.0 150.0

Penggunaan MS/MS Triple Q (quadrupole) spektrometer massa TSQ
Quantum Access Max dari Thermo Finnigan dengan sumber ionisasi ESI
(Electrospray lonization) dikendalikan oleh software TSQ Tune yang
dioperasikan dengan mode Positive. Penentuan kuantitas diatur pada Tabel 3.2.

Kondisi ionisasi ESI adalah sebagai berikut: tegangan spray 3kV; Suhu
penguapan 250°C; Suhu kapiler, 300°C; nitrogen sebagai sheath gaspressure 40
psi, dan Aux gas pressure 10 psi dengan gas argon (Lopes., et al, 2015).

Tabel 3.2 Optimasi parameter massa MS/MS

lon Molekul Parent mass (m/z) Product mass (m/z)
Linamarin 265 163
Lotaustralin 279 163

Diagram alir identifikasi senyawa linamarin dan lotaustralin dengan LC-
MS/MS dapat dilihat pada Gambar 3.6.
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Sampel sekitar
0,1 gram

5 ml (0,1% asam format
dalam 1 L H,0)

Pelarutan

v

Sonifikasi selama 30 menit

'

Sentrifugasi dengan kecepatan
400rpm selama 10 menit

|

Penyaringan dengan A
membrane 0,2 mikron Endapan

\4

Filtrat

Analisis

Gambar 3.6 Diagram alir preparasi sampel identifikasi dengan LC-MS/MS
(Lopes., et al, 2015).

3.6 Analisa Data

Penelitian ini merupakan penelitian jenis deskriptif yaitu data disajikan
dalam bentuk kromatogram yang dideskripsikan dalam TIC (Total lon

Chrismatogram) dan XIC (Extraid lon Chromatogram) yang akan dibahas secara
deskriptif,
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BAB 5. PENUTUP

5.1 Kesimpulan
Adapun kesimpulan pada penelitian ini adalah sebagai berikut :

1. Senyawa linamarin pada varietas malang-4 teridentifikasi (linamarin 1 RT 0,92
menit dan linamarin 2 RT 1,22 menit), malang-6 (pada linamarin 1 RT 0,94
menit dan linamarin 2 RT 1,16 menit), kaspro (pada linamarin 1 RT 0,94 menit
dan linamarin 2 RT 1,22 menit) , ketan (pada linamarin 1 RT 0,94 menit dan
linamarin 2 RT 1,16 menit), cimanggu (pada linamarin 1 RT 0,96 menit dan
linamarin 2 RT 1,32 menit), dan mentega (pada linamarin 1 RT 0,94 menit dan
linamarin 2 RT 1,18 menit). Pada sampel CN amida tidak tervibrasi.

2. Konsentrasi senyawa linamarin equivalen glukosa pada singkong segar mulai
yang tertinggi sampai terendah yaitu, malang-4 (linamarin 1 sebesar 14.300,81
ppm dan linamarin 2 sebesar 2.655,73 ppm), malang-6 (linamarin 1 sebesar
4.630,08 ppm dan linamarin 2 sebesar 939,17 ppm), kaspro (linamarin 1
sebesar 1.450,72 ppm dan linamarin 2 sebesar 674,30 ppm), ketan (linamarin 1
sebesar 1.481,00 ppm dan linamarin 2 sebesar 662,33 ppm), cimanggu
(linamarin 1 sebesar 1.147,06 ppm dan linamarin 2 sebesar 545,52 ppm), dan

mentega (linamarin 1 sebesar 24,37 ppm dan linamarin 2 sebesar 81,20 ppm).

5.2 Saran

Penelitian ini perlu dilakukan analisis in-vivo dan in-vitro yaitu pengujian
anti kanker senyawa linamarin dan lotaustralin terhadap sel kanker atau pada
penderita kanker.
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Lampiran A. Proses Ekstraksi dan Analisis Senyawa
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Analisis FTIR

Analisis LC-MS/MS

Analisis LC-MS/MS
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Lampiran B. Data Hasil Analisis HCN Pada Singkong
Pembuatan Kurva Standart

Konsentrasi (ppm) Absorbansi
0 0,3857
10 0,4123
20 0,4361
30 0,4605
40 0,4842
50 0,5074
60 0,5315
70 0,5594
80 0,5831
90 0,6063
100 0,6295

Kurva Standart HCN
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0.35
0 20 40 60 80 100 120

Konsentrasi (ppm)

Konsentrasi HCN Pada Singkong Segar

Varietas Absorbansi Konsentrasi HCN Kadar air Konsentrasi HCN

(WB) (ppm) (%) (DB) (ppm)
Malang-4 0,5492 67,6250 60,58 171,5499
Malang-6 0,5271 58,4167 58,77 141,6849
Kaspro 0,4926 44,0417 63,35 120,1683
Ketan 0,4222 14,7083 60,86 37,5787
Cimanggu  0,4146 11,5417 60,24 29,0284

Mentega 0,4129 10,8333 58,78 26,2816
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Lampiran C. Data Hasil Analisis LC-MS/MS
Lampiran C.1 Data Hasil TIC (Total lon Chromatogrphy)
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Lampiran C.2 Data Hasil Uji Kualitatif
Lampiran C.2.1 Uji Kualitatif Linamarin

38
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Lampiran C.2.2 Uji Kualitatif Lotaustralin
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Lampiran C.23 Spektrum Massa Senyawa Linamarin
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Lampiran D. Data Hitung Analisis Kualitatif LC-MS/MS
Lampiran D.1 Luas Area

Lampiran D.1.1 Luas Area Senyawa linamarin

Varietas RT Molekul Target (Area)

Linamarin1l Linamarin 2 Linamarin1l Linamarin 2
Malang-4 0,92 1,22 593.193,00 110.159,00
Malang-6 0,94 1,16 151.419,00 30.714,00
Kaspro 0,94 1,22 64.087,00 29.788,00
Ketan 0,94 1,16 59.789,00 26.739,00
Cimanggu 0,96 1,32 36.721,00 17.464,00
Mentega 0,92 1,18 1.102,00 3.672,00

Lampiran D.1.2 Luas Area Senyawa Lotaustralin

Varietas RT Molekul Target (Area)
Malang-4 1,34 28.373,00
Malang-6 1,34 4.119,00
Kaspro 1,43 3.439,00
Ketan 1,34 3.372,00
Cimanggu 1,42 3.358,00
Mentega 1,45 204,00

Lampiran D.2 Konsentrasi Senyawa Linamarin Berdasarkan Spike Glukosa

Konsentrasi linamarin dalam singkong segar

Varietas (ppm ekuivalen glukosa)
Linamarin 1 Linamarin 2
Malang-4 14.300,81 2.655,73
Malang-6 4.630,08 939,17
Kaspro 1.450,72 674,30
Ketan 1.481,00 662,33
Cimanggu 1.147,06 545,52

Mentega 24,37 81,20
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Lampiran E. Data Hasil Analisis FTIR
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