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ABSTRAK
Tulang kelinci pada produksi sate kelinci di Magetan menjadi salah satu sumber limbah yang tidak dimanfaatkan. Tulang merupakan salah satu sumber kolagen yang tidak larut air. Kolagen akan dapat diekstrak menjadi gelatin yang larut air jika dipanaskan dengan perendaman asam/basa. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk menghasilkan rendemen gelatin tulang kelinci menggunakan jenis asam dan lama perendaman dengan sifat fisiko-kimia terbaik. Variasi jenis asam yang digunakan adalah  HCl, H3PO4 dan H2SO4 dengan konsentrasi yang sama (6%). Selain itu, variasi lama perendaman yang digunakan dalam penelitian ini adalah 2x24 jam dan 4x24 jam. Rancangan percobaan yang dilakukan menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL). Parameter yang diamati meliputi rendemen, kadar air, kadar abu, kadar protein, kadar keasaman (pH), viskositas dan gel strength. Hasil penelitian menunjukkan bahwa variasi jenis asam dan lama perendaman memberikan pengaruh yang berbeda nyata terhadap rendemen dan sifat fisikokimia gelatin tulang kelinci. Variasi jenis asam H3PO4 6% dengan lama perendaman 4x24 jam menghasilkan ekstrak gelatin dari tulang kelinci dengan sifat fisiko-kimia terbaik. Nilai rendemen yang dihasilkan 6,21%. Sifat kimia gelatin ini meliputi kadar air, kadar abu dan kadar protein gelatin berturut-turut 6,15%, 16,83% dan 79,66%. Selanjutnya sifat fisik gelatin meliputi kekuatan gel, viskositas dan nilai pH berturut-turut 38,39 g bloom, 2,7 cP dan 3,41..
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ABSTRACT
Rabbit bones left out from satay production in Magetan are source of waste which are not well-utilized. Bones are the source of water-insoluble collagen which can be extracted into water-soluble gelatin when heated using acid / base soaking. The research aims to produce the best yield rabbit bone gelatin with physico-chemical properties using variates of acids and different soaking duration.  Variation of acids those used in this research are HCl, H3PO4 and H2SO4 with equal concentrations (6%) . In addition, variation of soaking duration  those used in this research are 2x24 hours and 4x24 hours. This experimental research was carried out using a Complete Random Design (CRD). The test included yield, analysis of water content, ash content, protein content, acidity (pH), viscosity and gel strength. The results showed that different acid types and soaking duration brought significantly different effects on the yield and physicochemical properties of rabbit bone gelatin. The use of 6% H3PO4 acid within 4x24 hours soaking duration resulted in gelatin extract from rabbit bones with the best physico-chemical properties. The yield value reached 6.21%, while the chemical properties of gelatin including water content, ash content and levels of gelatin protein was found at 6.15%, 16.83% and 79.66% sequently. Furthermore the physical properties of gelatin including gel strength, viscosity and pH values ​​was found at 38.39 g bloom, 2.7 cP and 3.41 sequently.
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PENDAHULUAN
Industri sate kelinci belakangan cukup meningkat pesat di daerah Magetan. Hal ini dikarenakan peminat sate kelinci sangat tinggi dan mudah untuk beternak kelinci. Modal yang dibutuhkan untuk menjadi peternak kelinci pun tidak mahal jika dibandingkan dengan kambing atau sapi. Peminat sate kelinci yang cukup tinggi, menyebabkan industri sate kelinci cukup diminati warga Magetan. Industri sate kelinci yang maju cukup pesat, berdampak positif terhadap perekonomian warga. Namun, di sisi lain, pengolahan daging kelinci ini ternyata menghasilkan limbah buang yang cukup banyak yaitu tulang kelinci. Limbah tulang kelinci dari pengolahan sate kelinci biasanya hanya dikeringkan untuk kemudian dibuang ke tempat sampah.

Tulang kelinci seperti tulang hewan pada umumnya, memiliki kandungan kolagen yang cukup tinggi. Kolagen dari tulang hewan dapat digunakan sebagai salah satu bahan baku utama dalam pembuatan kosmetik, biomedis, dan farmasi (Chai dkk, 2010).

Kolagen yang terhidrolisis parsial dapat diekstrak menjadi gelatin (Hastuti dan Iriane, 2007). Gelatin dapat di ekstrak dari tulang, atau kulit hewan. Proses pembentukan gelatin merupakan hasil hidrolisis kolagen yang terdapat pada tulang atau kulit hewan. Salah satu proses utama dalam ekstraksi gelatin dari tulang adalah proses demineralisasi.
Proses demineralisasi adalah proses pelarutan garam-garam mineral yang terkandung di dalam tulang, sehingga kolagen dalam tulang akan lebih mudah terekstrak. Proses demineralisasi dapat dilakukan dengan dua cara, yaitu asam dan basa.


Proses demineralisasi dengan menggunakan asam kuat dapat dengan cepat merubah tulang menjadi ossein. Ossein adalah tulang yang telah mengalami proses demineralisasi atau penghilangan kalsium fosfat. Ossein ini kemudian akan diekstrak untuk mendapatkan gelatin dari tulang hewan.


Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Ramadani (2014), jenis asam yang paling baik digunakan pada proses demineralisasi untuk ekstraksi gelatin dr tulang ayam broiler adalah H2SO4 dan HCl. Hasil penelitian Ridhay, dkk.(2016) menyebutkan bahwa jenis asam yang dapat menghasilkan rendemen gelatin tertinggi adalah asam fosfat dibandingkan dengan larutan asam klorida, asam sulfat, asam asetat, asam oksalat dan asam sitrat. Berdasarkan penelitan Fauziyyah (2017), variasi lama perendaman yang digunakan pada ekstraksi gelatin tulang ayam broiler adalah 2x24 jam dan 4x24. Variasi lama perendaman serupa juga dilakukan oleh Huda, dkk. (2013) dalam penelitiannya ekstraksi gelatin tulang ayam dengan variasi konsentrasi asam HCl.

METODE PENELITIAN
Bahan

Bahan utama dalam penelitian yaitu ; tulang kelinci jenis lokal Jawa  yang didapatkan dari warung sate kelinci di Kaliurang. Bahan kimia yang digunakan  pada percobaan antara lain HCl 6%, H2SO4 6%, H3PO4 6% dan aquadest.
Alat
Peralatan yang digunakan antara lain panci alumunium merk Djawa (diameter 22cm), kompor gas merk Quantum (QGC-101 R), pisau dapur , telenan, neraca analitik merk AND (GF 300), gelas piala skala 500 ml, pengaduk kaca, corong gelas, erlenmeyer skala 250 ml, baskom plastik, waterbath merk Memmert (Typ : WB 14), oven merk Memmert (Tv.300), blender merk Kirin (KBB-3 / 5SG), crus porselin, desikator, muffle tungku, lemari asam, ph meter merk Ohaus (st 20), viskometer merk Brookfield (DV-II+ Pro), Universal Testing Machine merk Zwick (Z. 0.5).

Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi Politeknik ATK Yogyakarta. Waktu penelitian yaitu bulan Mei - Juni 2020.
Cara ekstraksi gelatin tulang kelinci
Tulang kelinci  segar dilakukan proses degreasing atau penghilangan daging dan lemak yang masih tertinggal di tulang kelinci dengan cara direbus dalam air dengan suhu ±800C (suhu optimal untuk pelarutan lemak). Selanjutnya dilakukan pembersihan dan pemotongan ukuran sebesar 3-4 cm untuk memperluas permukaan tulang. Tulang yang telah bersih kemudian diletakkan pada nampan terbuka dan dimasukkan ke dalam lemari pendingin untuk dihasilkan tulang yang kering namun tetap awet. Tulang kelinci kering kemudian ditimbang sebanyak 100 gram untuk masing- masing perlakuan dan selanjutnya ditambahkan 300 ml larutan asam berbagai variasi (HCl, H2SO4 dan H3PO4 6%) hingga semua tulang terendam dalam larutan asam.. 

Setelah dicapai variasi lama perendaman yang diinginkan (2x24 jam atau 4x24 jam), tulang kelinci yang telah menjadi lunak atau bisa juga disebut ossein dilakukan pencucian dengan air mengalir hingga didapatkan pH netral. Tulang kelinci lalu ditambahkan dengan aquadest 300 ml dan diekstraksi dalam waterbath Memmert secara bertahap dengan total lama ekstraksi 12 jam (650 C selama 4 jam, 750 C selama 4 jam dan 850 C selama 4 jam). Ekstraksi dilakukan dengan kenaikan suhu bertahap agar mendapatkan rendemen gelatin yang maksimal.

Larutan ekstrak gelatin selanjutnya disaring dengan menggunakan kertas saring hingga menghasilkan larutan ekstrak yang berwarna kuning bening. Larutan ekstrak kemudian dituang dalam loyang plastik dengan permukaan yang halus berdiameter 10 cm dan dikeringkan dalam oven dengan suhu 500 C selama 2x24 jam hingga kering. Gelatin kemudian ditimbang untuk diketahui rendemennya dan dihaluskan dengan blender dry mill merk kirin hingga menjadi bubuk.
Rancangan Percobaan
Penelitian menggunakan Rancangan Acak Lengkap dua faktorial, dengan variasi jenis asam  sebanyak 3 taraf  A1 (HCl), A2 (H3PO4) dan A3 (H2SO4) serta faktor kedua yaitu lama perendaman sebanyak 2 taraf, T1 (2x24 jam) dan T2 (4x24 jam). Jumlah perlakuan sebanyak 6 dan jumlah pengulangan sebanyak 2 kali untuk masing-masing perlakuan. Analisa gelatin tulang kelinci meliputi analisa fisik yaitu viskositas, pH dan kekuatan gel serta sifat kimia meliputi kadar air, kadar abu, dan kadar protein. Data penelitian diolah menggunakan program SPSS Statistics 22.

Analisis


Analisa yang dilakukan yaitu : penentuan rendemen, analisa kadar air metode gravimetri statis, analisa kadar abu metode gravimetri, analisa kadar protein metode Kjeldahl, analisa kekuatan gel (Universal Testing machine Zwick type Z.05), analisa viskositas, dan analisa nilai pH.
HASIL DAN PEMBAHASAN 
Penentuan Rendemen 
Nilai rata-rata rendemen gelatin tulang kelinci pada penelitian ini dapat dilihat pada Tabel 1.

Tabel 1. Nilai rendemen gelatin tulang kelinci (% b/b)

	Waktu demineralisasi
	Variasi Jenis Asam (6%)

	
	HCl
	H3PO4
	H2SO4

	2x24 jam
	6,55±0,05bc
	3,52±0,18a
	7,87±0,37d

	4x24 jam
	6,92±0,25c
	6,21±0,34b
	10,71±0,06e

	*Nilai yang memiliki huruf  yang sama dalam satu parameter tidak berbeda nyata secara signifikan pada tingkat kepercayaan p < 0,05


Nilai rendemen gelatin tulang kelinci hasil penelitian pada Tabel 1 berkisar antara 3,52-10,71%. Rendemen tertinggi terdapat pada gelatin perendaman asam sulfat dengan lama perendaman 4x24 jam yaitu sebesar 10,71%. Rendemen gelatin terendah dihasilkan oleh perlakuan pada perendaman dengan asam fosfat selama 2x24 jam yaitu 3,52%.

Dari data di atas, dapat dilihat bahwa proses demineralisasi dengan menggunakan H2SO4 menghasilkan rendemen gelatin yang lebih banyak. Hal ini disebabkan oleh adanya aktifitas larutan asam kuat yang lebih maksimal melonggarkan ikatan rantai kolagen maupun ikatan silang antara kolagen menjadi ikatan yang lebih sederhana dibandingkan larutan asam lemah.
. Perendaman dengan lama 2x24 jam menghasilkan rendemen gelatin yang lebih sedikit daripada 4x24 jam. Hal ini sesuai dengan penelitian Fauziyyah (2017) yang menyebutkan bahwa nilai rendemen meningkat seiring penambahan waktu perendaman.
Kadar Air
Pengujian kadar air gelatin bertujuan untuk mengetahui kandungan air yang terdapat dalam gelatin. Kadar air gelatin tulang kelinci  tersaji pada Tabel 2.
Tabel 2. Nilai kadar air gelatin tulang kelinci (% b/b)

	Waktu demineralisasi
	Variasi Jenis Asam (6%)

	
	HCl
	H3PO4
	H2SO4

	2x24 jam
	8.03±0.02d
	6.53±0.00b
	6.82±0.13c

	4x24 jam
	8.49±0.02e
	6.15±0.14a
	8.42±0.07e 

	*Nilai yang memiliki huruf  yang sama dalam satu parameter tidak berbeda nyata secara signifikan pada tingkat kepercayaan p < 0,05


Berdasar hasil data penelitian di atas, variasi jenis asam yang digunakan untuk proses demineralisasi ekstraksi gelatin dari tulang kelinci menghasilkan gelatin dengan kadar air yang berbeda nyata. Nilai kadar air yang didapatkan berkisar antara 6,15 – 8,49 %. Pada penelitian Fauziyyah (2017) kadar air yang didapatkan dari sampel gelatin tulang ayam broiler adalah 2,51 – 5,18 %.

Menurut GMIA (2012) syarat kadar air maksimum pada produk gelatin adalah 11,45%. Dari hasil penelitian, semua produk ekstraksi gelatin memiliki kadar air di bawah 11,45%, sehingga masih memenuhi standar.
Kadar Abu

Kadar abu adalah salah satu parameter yang digunakan untuk melihat kualitas dan tingkat keberhasilan dari proses ekstraksi pada gelatin. Kadar abu menunjukkan kandungan mineral yang terkandung dalam produk gelatin. Semakin banyak kandungan  mineralnya, maka kemurnian sampel semakin rendah.
Tabel 3. Nilai kadar abu gelatin tulang kelinci (% b/b)
	Waktu demineralisasi
	Variasi Jenis Asam (6%)

	
	A1 (HCl)
	A2 (H3PO4)
	A3 (H2SO4)

	T1 (2x24 jam)
	12,89±0,02a
	12,52±0,23a
	13,44±0,29b

	T2 (4x24 jam)
	17,56±0,12d
	16,83±0,08c
	19,64±0,12e

	*Nilai yang memiliki huruf  yang sama dalam satu parameter tidak berbeda nyata secara signifikan pada tingkat kepercayaan p < 0,05



Berdasar hasil data penelitian yang tersaji pada tabel 3, dapat diamati bahwa rata-rata nilai kadar abu gelatin tulang kelinci berkisar antara 12,89% – 19,65 %. Nilai kadar abu yang dihasilkan pada penelitian ini cukup tinggi dan tidak memenuhi syarat mutu gelatin pada SNI (1995) yaitu maksimum 3,25%.

Nilai kadar abu tertinggi ditunjukkan pada gelatin dengan perendaman dalam asam sulfat selama 4x24 jam yaitu sebesar 19,64 %. Sedangkan nilai kadar abu terendah ditunjukkan pada gelatin dengan perendaman dalam asam fosfat selama 2x24 jam yaitu sebesar 12,52%. Semakin kuat jenis asam yang digunakan, maka semakin besar kadar abu yang dihasilkan. Lama perendaman juga berpengaruh terhadap kadar abu gelatin tulang kelinci. Semakin lama waktu perendaman, maka semakin besar kadar abu dalam gelatin yang dihasilkan.

Kadar Protein
Kadar protein menunjukkan seberapa besar kandungan protein yang terdapat dalam bahan pangan. Hasil analisis kadar protein gelatin dari tulang kelinci dapat dilihat pada Tabel 4.

Tabel 4. Nilai kadar protein gelatin tulang kelinci (% b/b)
	Waktu demineralisasi
	Variasi Jenis Asam (6%)

	
	HCl
	H3PO4
	H2SO4

	2x24 jam
	72,99±0,14c
	77,11±0,09d
	68,65±0,07a

	4x24 jam
	70,70±0,13b
	79,66±0,11e
	70,58±0,11b

	*Nilai yang memiliki huruf  yang sama dalam satu parameter tidak berbeda nyata secara signifikan pada tingkat kepercayaan p < 0,05


Kadar protein gelatin tertinggi didapatkan pada perendaman dengan asam fosfat selama 4x24 jam yaitu 79,66%. Kadar protein gelatin terendah didapatkan pada perendaman dengan asam sulfat selama 2x24 jam yaitu 68,65%. Menurut Setiawati (2009), penggunaan larutan asam sebagai bahan curing menghasilkan nilai rendemen yang tinggi, namun kadar protein yang dihasilkan lebih rendah. Hal tersebut disebabkan karena tingginya kadar lemak dan kadar abu yang dihasilkan. Adanya non komponen protein seperti lemak dan mineral akan menurunkan persentase kadar protein. Pernyataan ini sesuai dengan hasil penelitian yang telah dilakukan. Rendemen dan kadar abu berbanding terbalik dengan kadar protein gelatin yang dihasilkan.

Kekuatan Gel
Kekuatan gel merupakan parameter yang digunakan untuk menentukan kualitas dan kelayakan produk gelatin dalam keperluan industri. Sifat gelatin yang khas yakni mampu mengubah bentuk padat menjadi gel yang reversible. Nilai kekuatan gel hasil penelitian ditunjukkan pada Tabel 5.

Tabel 5. Nilai kekuatan gel (gel strength) gelatin tulang kelinci (g bloom)

	Waktu demineralisasi
	Variasi Jenis Asam (6%)

	
	HCl
	H3PO4
	H2SO4

	2x24 jam
	34,31±1,78c
	21,33±0,70b
	3,42±0,39a

	4x24 jam
	20,07±0,31b
	38,39±0,06d
	2,60±0,00a

	*Nilai yang memiliki huruf  yang sama dalam satu parameter tidak berbeda nyata secara signifikan pada tingkat kepercayaan p < 0,05


Nilai kekuatan gel gelatin tulang kelinci hasil penelitian berkisar antara 2,60 – 38,39 g bloom. Nilai kekuatan gel yang dihasilkan terlalu kecil dan tidak memenuhi standard kekuatan gel gelatin menurut GMIA (2012) yaitu 50 – 300 g bloom. Hal ini menyebabkan karakteristik gelatin tulang kelinci yang dihasilkan kurang kokoh dan tidak kuat.
Menurut Puspawati dkk., (2014), rendahnya kekuatan gel gelatin yang dihasilkan mungkin disebabkan oleh perbedaan komposisi asam amino penyusunnya dan distribusi berat molekulnya. Selain itu, rendahnya kekuatan gel pada gelatin tulang kelinci juga bisa disebabkan oleh  tingginya kadar abu pada produk gelatin yang dihasilkan. Kadar abu yang tinggi menyebabkan kemurnian gelatin rendah, sehingga kekuatan gel gelatin sangat kecil.

Viskositas
Nilai rata-rata viskositas gelatin dari tulang kelinci dalam penelitian ini terdapat pada Tabel 6.
Tabel 6. Nilai viskositas gelatin tulang kelinci (cP)

	Waktu demineralisasi
	Variasi Jenis Asam (6%)

	
	HCl
	H3PO4
	H2SO4

	2x24 jam
	2,70±0,00e
	2,60±0,00d
	2,00±0,00b

	4x24 jam
	2,40±0,00c
	2,70±0,00e
	1,40±0,00a

	*Nilai yang memiliki huruf  yang sama dalam satu parameter tidak berbeda nyata secara signifikan pada tingkat kepercayaan p < 0,05


Nilai viskositas gelatin tulang kelinci hasil peneliatian berkisar dantara 1,40-2,70 cP. Menurut Setiawati (2009) viskositas berhubungan dengan berat molekul (BM) rata-rata gelatin dan distribusi molekul. Bobot molekul gelatin berhubungan langsung dengan panjang rantai asam amino. Semakin panjang rantai asam amino maka nilai viskositas akan semakin tinggi.. Pada penelitian yang telah dilakukan, nilai viskositas terendah didapatkan pada gelatin dengan perendaman asam H2SO4, sedangkan nilai tertinggi ada pada gelatin dengan perendaman asam fosfat dan asam klorida. Nilai viskositas berbanding lurus dengan nilai kekuatan gel. Semakin tinggi kekuatan gel, maka nilai viskositasnya juga semakin besar.
Selain itu, lama perendaman juga berpengaruh terhadap nilai viskositas gelatin yang dihasilkan. Semakin lama perendaman dengan bahan asam, maka nilai viskositas cenderung semakin turun.

Nilai pH
Nilai rata-rata pH gelatin dari tulang kelinci dalam penelitian ini disajikan pada Tabel 7.
Tabel 7. Nilai pH gelatin tulang kelinci 
	Waktu demineralisasi
	Variasi Jenis Asam (6%)

	
	HCl
	H3PO4
	H2SO4

	2x24 jam
	3,52±0,01e
	3,92±0,01f
	3,44±0,01d

	4x24 jam
	3,35±0,01b
	3,41±0,01c
	3,30±0,01a

	*Nilai yang memiliki huruf  yang sama dalam satu parameter tidak berbeda nyata secara signifikan pada tingkat kepercayaan p < 0,05


Nilai pH gelatin mengikuti nilai pH jenis bahan asam yang digunakan. Hal ini berkaitan dengan adanya bahan asam (H2SO4, HCl, dan H3PO4) yang digunakan pada proses demineralisasi. Bahan asam masuk ke dalam jaringan kolagen yang terjadi pada saat kolagen mengalami swelling (pembengkakan). Kolagen yang membengkak mempunyai ruang-ruang kosong, adanya ruang tersebut akan menyebabkan bahan asam masuk. Pada proses ekstraksi bahan asam tersebut akan ikut terekstrak sehingga mempengaruhi nilai pH gelatin yang dihasilkan (Hajrawati, 2006).

KESIMPULAN
Penelitian ini memberikan hasil bahwa dapat diperoleh ekstrak gelatin dari tulang kelinci dengan menggunakan perendaman dalam asam selama waktu teertentu. Variasi jenis asam pada proses demineralisasi berpengaruh terhadap rendemen dan sifat fisiko-kimia gelatin dari tulang kelinci. Jenis asam dan lama perendaman yang menghasilkan sifat fisikokimia gelatin terbaik adalah Asam Fosfat (4x24 jam) dengan sifat fisik gelatin tulang kelinci terbaik yang meliputi kekuatan gel, viskositas, dan nilai pH berturut -  turut yaitu 38,3 g bloom, 2,70 cP, dan 3,41, serta sifat kimia gelatin tulang kelinci yang meliputi kadar air, kadar abu, dan kadar protein berturut – turut yaitu 6,15%, 16,83% dan 79,66%.
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