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ABSTRACT

Picrate paper test kit for the semi—quantitative determination of cyanogenic potential was developed in this
experiment. The method is relatively simple, easy to use and might be applicable in the field by unskilled person.
Paper test was attached on tubes containing sample (100 mg) in aquadest (0,5 mL) and then was immediately
covered tightly and incubated overnight at room temperature. The colour of picrate paper test changed gradually
towards reddish brown, and its colour was compared with standart colour chart which included 0-800 ppm cyanide
that was also developed in this study. The reddish brown colour of paper test was correlated with cyanide
concentration on the sample. In order to obtain a more accurate detection of cyanogenic compound the paper test
was eluted with 5 mL water or aquadest and the absorbance was measured at 510 nm.

Keywords: cyanogenic potential, picrate paper test, semi-quantitative method, simple method, cassava (Manihot
esculenta Cranz)

ABSTRAK

Picrate paper test strip untuk mendeteksi dan mengestimasi kandungan senyawa sianida pada ubi kayu dan produk
olahannya telah dikembangkan dalam penelitian ini. Metode ini relatif simpel, murah dan mudah diaplikasikan di
lapangan, serta mampu mendeteksi keberadaan senyawa sianogen dalam waktu yang relatif singkat. Paper test
digantungkan pada vial/tabung, berisi sampel (100 mg) dalam akuadest (0,5 ml), ditutup rapat dan kemudian
diinkubasi selama 24 jam. Perubahan warna pada picrate paper test, secara berangsur-angsur dari kuning ke coklat
kemerahan, mengindikasikan konsentrasi sianida dalam sampel. Kandungan sianida secara semi kuantitatif dapat
diketahui dengan membandingkan dengan standart colour chart, yang juga dikembangkan dalam penelitian ini.
Penentuan sianida dalam sampel yang lebih akurat dapat dilakukan dengan melarutkan picrate paper test dalam
akuadest, mengukur absorbansinya pada panjang gelombang 510 nm dan membandingkannya dengan standar
kandungan sianida yang terkalibrasi.

Kata Kunci : sianogenik potensial, pikrat paper tes, metode semi kuantitatif, ubi kayu (Manihot esculenta Cranz)

PENDAHULUAN

Ubi Kayu (Manihot esculenta Crantz) telah
lama menjadi makanan pokok rakyat Indonesia
setelah beras, jagung, dan sagu. Tanaman ini
berpotensi untuk dikembangkan sebagai sumber
karbohidrat alternatif pengganti beras. Terlepas
dari potensinya sebagai bahan pangan, pakan, dan
bahan baku industri, ubi kayu juga menghasilkan

senyawa sianogen yang dikenal sebagai glukosida

sianogenik yang berbahaya bagi kesechatan (Cereda
& Mattos 1996; Cardoso et al. 2005).

Dalam ubi kayu, senyawa sianogen yang dijumpai
dalam daun dan akar, adalah berupa linamarin
dan sejumlah kecil lotaustralin (methyl linamarin)
(Egan et al. 1998). Linamarin akan terhidrolisis
menjadi glukosa dan aseton sianohidrin dengan
adanya enzim linamarase yang diproduksi oleh
tanaman tersebut. Sementara aseton sianohidrin

akan terdekomposisi dengan cepat dalam suasana
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basa dan melepaskan asam sianida (HCN) dan
ion sianida (Egan ez al. 1998). Keberadaan ketiga
senyawa tersebut (linamarin, aseton sianohidrin
dan HCN) secara total disebut sebagai cyanogenic
potensial (CP). CP pada akar dan daun ubi kayu
berkisar antara 2 - > 1000 ppm HCN (mg HCN
setara dengan berat segar per kg) (Cooke & de la
Cruz, 1982; Bokanga 1994; Bradbury ez 4l. 1991).
Konsumsi bahan pangan yang mengandung
50 mg-100 mg sianida dilaporkan menyebabkan
keracunan akut dan kematian. Konsumsi lebih
rendah dari konsentrasi itu, walaupun tidak
menyebabkan kematian, akan memicu timbulnya
masalah keschatan serius, seperti neuropati dan
kretinisme, bila dikonsumsi secara terus menerus
(Mlingi er al., 1992; Akintonwa et al, 1994;
Osuntokun 1994). Menurut FAO/WHO (1991)
dalam Iglesias er al. (2002) bahwa kandungan
total sianida yang dirckomendasikan (safe level )
pada produk olahan ubi kayu (tepung) adalah < 10
ppm. Beberapa penelitian melaporkan bahwa perebusan,
penjemuran dan/atau  pengeringan mampu
mereduksi toksisitas ubi kayu sehingga keracunan
akibat konsumsi bahan pangan tersebut dapat
dihindari. Dilaporkan juga oleh Nebiyu & Getachew
(2011) dan Gomez et al., (1984) bahwa proses
penjemuran/pengeringan ubi kayu selama > 48
jam mampu mereduksi sianida hingga 70-80% .
Berbagai metode deteksi telah dikembangkan
untuk estimasi kandungan senyawa sianogen
(cyanogenic potential) pada ubi kayu dan produk
olahannya (Cooke 1978; Bradbury ez al 1991;
Bradbury & Egan 1992; 1994).

Penggunaan konsep yang sama memungkinkan

Brimer,

untuk mengembangkannya ke dalam suatu bentuk
dip-stick yang dapat digunakan untuk mendeteksi
kandungan sianogenik potensial secara semi kuantitatif
atau bahkan kuantitatif dalam ubi kayu dan olahannya.
Tujuan penelitian ini adalah mengembangkan
metode deteksi sianida yang simpel, murah, dan
mudah diaplikasikan di lapangan terutama oleh
masyarakat pedesaan. Diharapkan hasil penelitian

dapat digunakan pula sebagai model untuk
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pengembangan metode sejentis.

BAHAN DAN METODE

Preparasi cyanidelpicrate paper test

Asam pikrat (1,4 gram) dilarutkan dalam 100
ml Na,CO, 2,5% (w/v), kemudian dihomogenkan
dengan menggunakan siirer selama 24 jam. Whatman
paper No.1 dipotong - potong dengan ukuran 90
mm x 70 mm, dan bagian ujung dari potongan
kertas tersebut dilekatkan pada plastik transparan
dengan ukuran 5 x 50 mm. Whatman paper strip
tersebut kemudian dicelupkan ke dalam larutan
pikrat selama 2-3 menit dan dikeringanginkan.
Setelah kering paper strip tersebut dibungkus dengan

alumunium foil dan disimpan dalam kotak tertutup.

Pembuatan larutan sianida standar

Larutan sianida standar disiapkan dalam berbagai
konsentrasi (0, 5, 10, 20, 40, 50, 100, 200, 400, 800
ppm). Masing-masing larutan standar (100 pL)
ditambahkan H,SO,25% (100 pL) dalam tabung
reaksi tertutup. Kemudian picrate paper test
digantungkan di bibir tabung, ditutup rapat dan
diinkubasi selama 16-24 jam. Setelah itu paper test
dikeluarkan dan dipindahkan ke tabung baru,
yang berisi 5 mL akuadest, dan diinkubasi selama
30 menit. Kandungan sianida dalam sampel ditentukan
dengan spektrofotometer pada panjang gelombang
510 nm (Bradbury ez al. 1999).

Stabilitas picrate paper test

Pengujian stabilitas dilakukan untuk mengetahui
kualitas picrate paper test yang disimpan dalam
rentang waktu yang cukup lama. Picrate paper test
strip dibungkus dalam alumunium foil dan dibungkus
rapat-rapat menggunakan wrapping  plastic,
dimasukkan ke dalam boks tertutup dan disimpan
dalam rentang waktu 1, 2, 3, dan 4 minggu pada suhu
ruang dan suhu dingin (4-5 °C). Secara regular,
stabilitas sampel picrate paper test srip tersebut
diuji dengan cara warna kertas tersebut dalam

akuadest. Absorban dari warna larutan
kemudian diukur pada panjang gelombang 510 nm.

tersebut



Preparasi "standart colour chart indicator cyanide paper
test”

Preparasi  Standart colour chart dilakukan
dengan cara yang sama dengan pembuatan standar
(0-800

ppm). Sebanyak 100 pL dari masing-masing larutan

sianida dengan beragam konsentrasi

standart tersebut dimasukkan ke dalam tabung
reaksi bertutup dan ditambahkan 100 pL 25%
H,SO, kemudian picrate paper test dimasukkan ke
dalam tabung tersebut dengan cara meng-
gantungkannya di bibir tabung dan segera tabung
ditutup rapat. Setelah itu diinkubasi dan didiamkan
selama 16-24 jam. Warna paper test yang
terbentuk kemudian difoto secara digital, diproses
dan dikalibrasi dengan menggunakan program
Adobe. Standart colour chart ini mencakup 11
warna dari kuning sampai coklat kemerahan
sesuai konsentrasi sianida (0, 2,5, 5, 10, 20, 40,
50, 100, 200, 400, dan 800, mg HCN setara
setara/ekuivalen dengan per kilogram ubi kayu

segar (ppm).

Preparasi dan deteksi senyawa sianogen
Potongan ubi kayu/daun/batang (100 mg)
dimasukkan ke dalam tabung reaksi bertutup,
yang berisi 500 pL akuadest dan 500 pL buffer
fosfat 1 M (pH 8,0), kemudian dihomogenkan.
Selanjutnya Picrate paper test digantungkan di
bibir tabung, ditutup rapat, dan diinkubasi selama
18-20 jam pada suhu ruang (+ 28°C). Estimasi
kandungan sianida secara semi kuantitatif
dilakukan dengan mengamati perubahan warna
pada picrate paper test, sedangkan penentuan
sianida secara kuantitatif dilakukan dengan cara
melarutkan picrate paper test tersebut ke dalam 5
mL akuadest dan kemudian kandungan sianida
ditentukan

menggunakan spektrofotometer

dengan panjang gelombang 510 nm (Yeoh 1998).

HASIL

Secara prinsip metode pendeteksian sianida
menggunakan picrate paper test atas dasar reaksi

hidrolisis linamarin atau senyawa glukosida sianogenik

Pengembangan Sistem Deteksi Senyawa Sianogen

yang melepaskan HCN yang kemudian dideteksi
dengan picrate paper test. Reaksi yang mendasari
pendeteksian tersebut ditampilkan pada Gambar
1.

Enzim linamarase (B-glukosidase) mengkatalisis
hidrolisis linamarin menjadi glukosa dan aseton
sianohidrin. Aseton sianohidrin dalam suasana
netral atau basa terdekomposisi menjadi aseton
dan HCN/CN'. HCN yang dibebaskan dalam
reaksi hidrolisis tersebut akan bereaksi dengan asam
pikrat dalam picrate paper test. Preparat cyanide/
picrate paper test (Gambar 2A) dan Standart colour
chart (Gambar 2B) untuk estimasi sianida yang

dikembangkan dalam penelitian ini.

Kalibrasi picrate paper test

Besarnya nilai absorban berkorelasi dengan
tingginya konsentrasi sianida (HCN). Semakin
pekat warna yang timbul pada picrate paper test
(coklat kemerahan) mengindikasikan semakin tinggi
konsentrasi sianida. Perubahan warna yang terjadi
pada picrate paper test merupakan reaksi antara
pikrat dengan HCN. Konsentrasi HCN yang terlalu

tinggi cenderung mengurangi akurasi dalam
pendeteksian.
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Gambar 1. Reaksi yang mendasari sistem deteksi
sianida menggunakan picrate paper test (Yeoh &
Egan 1997).
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Gambar 2A. Gyanidelpicrate paper test strip.
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Gambar 2B. Standart colour chart  untuk estimasi

sianida.

Stabilitas picrate paper test untuk kalibrasi
standart

Pengujian stabilitas picrate paper test yang disimpan
pada berbagai suhu dan waktu penyimpanan
ditampilkan pada Gambar 3-6. Tampak dalam
gambar tersebut picrate paper test yang disimpan pada
suhu dingin (4°C) menunjukkan kecenderungan
yang lebih baik dibanding penyimpanan pada suhu
ruang.
Implementasi metode deteksi senyawa
sianogen.

Implementasi metode deteksi sianida pada
sampel ubi kayu dan produk olahan yang berupa
tepung ditampilkan pada Gambar 7 dan 8 (A &
B). Tampak dalam gambar tersebut bahwa
kandungan sianida pada ubi kayu sangat bervariasi
dan reladif tinggi baik pada bagian umbi, batang,
maupun daun ubi kayu. Kandungan sianida pada
tanaman ubi kayu tergantung dari varietas ubi

kayu.

PEMBAHASAN

Sistem deteksi senyawa sianogen

Sistem  deteksi senyawa sianogen yang

dilakukan dalam penelitian ini secara prinsip
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Gambar 3-6. Kalibrasi standar sianida menggunakan
picrate paper test yang disimpan pada suhu 5 °C
dan suhu kamar (28 °C) selama 4 minggu

Gambar 7. Deteksi sianida pada bagian tanaman ubi
kayu menggunakan cyanide/picrate paper test.

Saukda (i

Kandungan sianida pada berbagai oo Ui L=y
produk tepung tapioka

Gambar 8. Penentuan kadar sianida dalam tepung
tapioka (A) dan ubi kayu (B).

berdasarkan atas reaksi hidrolisis senyawa glukosida
sianogenik atau linamarin yang melepaskan asam

sianida (Gambar 1). HCN yang dibebaskan dalam

reaksi hidrolisis tersebut akan bereaksi dengan



asam pikrat yang terkandung dalam picrate paper
test. Perubahan warna pada picrate paper test dari
kuning menjadi coklat kemerahan mengindikasikan
terbentuknya asam isopurpureat, yang proporsional
dengan konsentrasi sianida yang dibebaskan.
Semakin pekat warna yang timbul pada kertas
pikrat tersebut mengindikasikan semakin tinggi

kandungan sianida.

Kalibrasi dan Stabilitas picrate paper test

Hasil pengujian kalibrasi terhadap picrate
paper test memperlihatkan bahwa nilai absorban
berkorelasi dengan tingginya konsentrasi sianida.
Semakin pekat warna yang timbul pada picrate
paper test (coklat kemerahan) mengindikasikan
tinggi Dalam
pendeteksian tampak bahwa konsentrasi HCN

semakin konsentrasi  sianida.
yang terlalu tinggi sangat berpengaruh terhadap
akurasi dalam pendeteksian. Dengan demikian
penggunaan picrate paper test ini hanya proporsional
untuk konsentrasi sianida < 200 ppm agar diperoleh
pendeteksian yang akurat.

Pengujian stabilitas  picrate  paper  test
menunjukkan bahwa paper test yang disimpan
pada suhu ruang (28°C) dalam rentang wakeu >
30 hari menunjukkan warna yang sedikit berubah.
Hal ini dapat dilihat dengan rendahnya koofisient
koreksi yang sedikit lebih rendah dibandingkan
dengan penyimpanan suhu dingin (Gambar 6 dan
6 A). Hasil penelitian yang dilakukan oleh Egan
et al. (1998) menunjukkan bahwa penyimpanan
picrate paper test ditempat gelap pada suhu ruang
selama 30 hari warna picrate paper test masih relatif
stabil. Sementara di daerah tropis penyimpanan > 3
bulan tidak direkomendasikan. Hal ini mungkin
disebabkan karena kelembaban di Indonesia relatif
cukup tinggi sehingga berpengaruh terhadap
kondisi picrate paper test. Dengan demikian untuk
memperoleh pendeteksian secara semi kuantitatif
yang akurat direkomendasikan menggunakan picrate
paper test yang disimpan pada suhu dingin 4-5°C
dalam boks tertutup dan ruang gelap selama + 4

minggu.

Pengembangan Sistem Deteksi Senyawa Sianogen

Implementasi metode deteksi

Metode deteksi sianida yang dikembangkan
dalam penelitian ini telah diimplementasikan
dalam skala laboratorium untuk estimasi kandungan
senyawa sianogen pada sampel ubi kayu yang
meliputi ubi kayu pahit dan ubi kayu yang umum
dikonsumsi masyarakat serta produk olahannya
yang berupa tepung tapioka (Gambar 7, 8A dan 8B).

Dari hasil pendeteksian tersebut tampak bahwa
kandungan senyawa sianogen atau linamarin pada
ubi kayu sangat bervariasi. Kandungan sianida
pada ubi kayu pahit relatif lebih tinggi dibandingkan
pada ubi kayu yang umum dikonsumsi masyarakat.
Sedangkan produk olahan ubi kayu yang berupa
tepung menunjukkan bahwa kandungan sianida
di bawah 10 ppm kecuali tapioka basah-S1 (Gambar
8 A). Konsumsi bahan pangan yang mengandung
50 mg-100 mg sianida dilaporkan menyebabkan
keracunan akut dan kematian. Konsumsi lebih
rendah dari konsentrasi itu, walaupun tidak
menyebabkan kematian, akan memicu timbulnya
masalah kesehatan serius, seperti neuropatidan
kretinisme, bila dikonsumsi secara terus-menerus
(Akintonwa et al. 1994; Osuntokun 1994).

Metode deteksi ini dapat mengestimasi
kandungan senyawa glukosida sianogenik/linamarin
dalam ubi kayu secara cepat, mudah, simpel
sechingga metode ini sangat applicable, terutama
untuk kegiatan-kegiatan di lapangan. Sistem
deteksi senyawa sianogen ini diharapkan dapat
digunakan sebagai landasan untuk pengembangan

ke skala yang lebih besar dan lebih prakiis.
KESIMPULAN

Metode deteksi senyawa sianogen secara semi-
kuantitatif dalam skala laboratorium menggunakan
picrate paper test efekdf digunakan, prakds, simpel
dan mudah diaplikasikan di lapangan. Metode
deteksi ini sangat membantu untuk  estimasi
kandungan senyawa sianogen di dalam ubi kayu
dengan waktu yang relatif singkat. Konsentrasi

sianida berkisar 0-200 ppm merupakan konsentrasi
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yang ideal untuk dideteksi menggunakan picrate
paper test. Picrate paper test strip yang disimpan pada
suhu dingin ( 5°C) dalam boks tertutup relatif lebih
stabil/tahan digunakan dalam waktu < 30 hari.
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