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Civet coffee is a highly priced coffee with distinctive aromas and flavours that
produced from partially fermented coffee beans in the digestive system of the
civet (Paradoxurus hermaprodithus). The high demand of this coffee and its unique
natural production have implications for the animal welfare and controversy of
halal status of the product. In vitro fermentation using cellulase, xylanase, and
protease that isolated from civet faeces seems to be an alternative process s to
resolved animal-abuse issue, halal status of the product as well as to ensure
sustainability of civet coffee production. This paper was aimed to summarize and
synthesize the roles of these three enzymes (cellulase, xylanase, and protease) in
in vitro fermentation of civet coffee and their effects on chemical and sensory
characteristics based on the most recent research studies. Results showed that in
vitro fermentation using cellulase, xylanase and protease of coffee beans resulted
in similar chemical and sensory characteristics as those produced through
natural process that involved civet animals.

Abstrak

Kata Kunci:

fermentasi in vitro; kopi
luwak; protease; selulase;
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Kopi luwak adalah kopi bernilai tinggi dengan aroma dan rasa khas, yang
dihasilkan dari biji kopi yang telah difermentasi sebagian dalam sistem
pencernaan luwak (Paradoxurus hermaprodithus). Tingginya permintaan kopi ini
dan produksi alami yang unik berimplikasi pada praktek pemaksaan dan
penyiksaan hewan luwak, serta adanya kontroversi status kehalalan produk.
Fermentasi in vitro menggunakan selulase, xilanase, dan protease yang diisolasi
dari kotoran luwak tampaknya dapat menjadi alternatif proses untuk
menghindari masalah pelecehan hewan, menjamin kehalalan produk serta
memastikan keberlanjutan produksi kopi luwak. Kajian ini bertujuan untuk
meringkas dan mensintesis peran tiga enzim ini (selulase, xilanase, dan
protease) dalam fermentasi in vitro kopi luwak dan pengaruhnya pada
karakteristik kimia dan sensori berdasarkan hasil-hasil penelitian terbaru. Hasil
kajian menunjukkan bahwa fermentasi in vitro menggunakan selulase, xilanase,
dan protease. biji kopi menghasilkan karakteristik kimia dan sensorik yang sama
dengan yang dihasilkan melalui proses alami yang melibatkan hewan luwak.
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1. Pendahuluan

Kopi luwak adalah kopi yang diproses melalui
fermentasi singkat yang terjadi di dalam saluran
pencernaan luwak (Paradoxurus hermaphroditus) (1, 2, 3].
Enzim-enzim pada saluran pencernaan tersebut
berperan dalam menghasilkan kopi dengan cita rasa dan
aroma khas [4]. Kopi luwak merupakan salah satu jenis
kopi yang paling banyak diminati di dunia [5]. Adanya ciri
khas unik yang dimiliki oleh kopi luwak ini menjadikan
kopi luwak memiliki harga yang cukup tinggi [6] dan
salah satu yang paling mahal di dunia dengan harga
sekitar $1.300/kilogram [2].

Saat ini, kebutuhan kopi luwak 100% masih
tergantung secara alami [7], yaitu hanya berasal dari hasil
fermentasi oleh luwak. Penggunaan hewan pada proses
produksi kopi luwak memiliki beberapa permasalahan,
seperti: penyalahgunaan hewan yang berpotensi pada
animal abuse [8], produktivitas hewan yang sangat
terbatas karena tidak mudah untuk dikembangbiakkan
[8] dapat memicu kerusakan ekosistem hewan yang
berimplikasi pada kelangkaan dan kepunahan luwak di
kemudian hari [9]. Selain itu, karena prosesnya yang
melibatkan saluran pencernaan hewan, status kehalalan
dari kopi luwak juga masih diperdebatkan [10, 11],
meskipun Majelis Ulama Indonesia (MUI) telah
memberikan fatwa halal, dengan syarat biji kopi luwak
disucikan sebelum dikonsumsi [12]. Begitu juga dengan
keotentikannya, masih banyak terjadi pemalsuan kopi
luwak yang dicampur dengan jenis kopi lain yang lebih
murah [13], meskipun beberapa penelitian telah
menemukan metode terkini untuk mendeteksi keaslian
kopi luwak [14, 15, 16, 17].

Untuk mengurangi penggunaan hewan luwak pada
pembuatan kopi luwak, dapat dilakukan melalui proses
fermentasi secara in vitro, baik menggunakan
mikroorganisme [7, 13, 18, 19] maupun enzim [18, 20].
Mikroorganisme dan enzim diyakini dapat menghasilkan
kopi yang terfermentasi menjadi lebih unik dengan cita
rasa dan aroma vyang khas [1]. Penggunaan
mikroorganisme dan enzim ini diharapkan dapat
mengatasi permasalahan yang terjadi dalam penggunaan
hewan luwak, seperti biaya produksi yang mahal [21],
kemungkinan kontaminasi yang tinggi dari E. coli dan
Salmonella [22], dan produksinya yang terbatas [13].
Mikroorganisme yang digunakan dalam fermentasi kopi
luwak secara in vitro pada umumnya merupakan
kelompok bakteri yang berasosiasi dengan saluran
pencernaan luwak [23]. Bakteri-bakteri tersebut antara
lain diisolasi dari sampel feses [19, 24] atau dari bagian
gastrointestinal luwak [28]. Beberapa bakteri yang
ditemukan pada usus luwak, di antaranya: Enterobacter
cloacae, Lactobacillus brevis, Enterobacter, Bacillus dan
beberapa bakteri lain dalam jumlah yang lebih sedikit
[25]. Sementara itu, beberapa bakteri yang berhasil
diisolasi dari feses luwak yaitu: bakteri selulolitik,
xilanolitik, dan proteolitik yang terdapat dalam jumlah
yang besar [26]. Bagaimanapun juga, yang bekerja dalam
fermentasi kopi luwak adalah enzim, karena melalui
aktivitas enzimnya, mikroorganisme dapat
menghidrolisis substrat kopi luwak tersebut.

Bakteri selulolitik, xilanolitik, dan proteolitik
memiliki karakteristik yang berbeda, karena enzim yang
dihasilkan untuk menguraikan substrat juga berbeda.
Bakteri selulolitik dapat menghasilkan selulase untuk
mendegradasi selulosa, bakteri xilanolitik memproduksi
enzim xilanase untuk mendegradasi xilan, sementara
bakteri proteolitik dapat mensekresi protease untuk
mendegradasi protein [26]. Ketiga enzim ini berperan
dalam proses fermentasi kopi di dalam tubuh luwak [27]

dan berpotensi untuk digunakan sebagai agen enzimatis
dalam fermentasi kopi luwak secara in vitro. Seperti yang
telah dilakukan Hadipernata dan Nugraha yang
menggunakan protease menggunakan bioreactor [13].
Hal ini juga dilakukan oleh Zahiroh [28] dan Rohman [29]
yang menggunakan selulase, xilanase, dan protease
dengan memanfaatkan bakteri yang telah diisolasi.
Xilanase merupakan enzim yang dapat menghidrolisis
hemiselulosa (xilan atau polimer dari xilosa) dan xilo-
oligosakarida [30]. Protease merupakan enzim yang
mampu mengkatalisis reaksi hidrolisis ikatan peptida
pada (31] yang terdapat pada protein di dalam kopi,
sementara selulase merupakan enzim yang mampu
memutus ikatan p-1,4 pada substrat selulosa,
selodekstrin, selobiosa dan turunan selulosa lainnya [32].

Adapun tujuan dari kajian ini yaitu untuk
menganalisis bagaimana kerja mikrobial selulase,
xilanase, dan protease dalam memfermentasi kopi secara
in vitro. Selain itu, dari kajian dapat dianalisis peran
fermentasi secara in vitro dalam memberikan
karakteristik kimia dan sensori dari kopi luwak. Melalui
kajian ini, diharapkan dapat diketahui bagaimana
fermentasi kopi luwak secara in vitro dapat digunakan
sebagai alternatif fermentasi tradisional biji kopi pada
saluran pencernaan luwak yang memiliki banyak
keterbatasan.

2. Kopi Luwak

Kopi luwak adalah salah satu produk kopi khas
Indonesia yang dihasilkan dari feses hewan luwak
(Paradoxurus hermaphroditus), setelah hewan tersebut
mengkonsumsi buah kopi matang [18]. Kopi yang
dimakan oleh luwak kemudian keluar bersama
kotorannya berupa biji kopi dengan syarat biji kopi masih
utuh terbungkus kulit tanduk dan dapat tumbuh jika
ditanam kembali [33]. Protease yang dihasilkan di dalam
saluran pencernaan luwak memecah protein pada biji
kopi, sehingga menyebabkan kandungan peptida dan
asam amino bebas meningkat dan menghasilkan rasa dan
aroma yang unik. Selain itu, selama fermentasi
berlangsung, kadar lemak kopi meningkat dan membuat
rasa kopi semakin enak dan berperan dalam
pembentukan body kopi [6]. Adanya kandungan lemak
yang tinggi merupakan salah satu penyebab peningkatan
kualitas cita rasa kopi luwak dibandingkan kopi biasa [1,
34]). Senyawa lemak dan turunannya, yaitu: trigeliserida,
asam lemak bebas, ester diterpen, diterpen bebas,
triterpen, sterol, tokoferol, dan fosfatida, berperan
terhadap cita rasa kopi yang dihasilkan [4]. Pada saat
fermentasi, bakteri mengaktifkan beberapa enzim,
seperti lipase [35] yang mengkatalis proses konversi
lemak dan asam lemak bebas menjadi asam butirat [36].
Tingginya asam butirat yang dihasilkan mempengaruhi
kualitas sensori kopi yang dihasilkan [29]. Rasa dan
aroma yang khas ini membuat kopi menjadi banyak
diminati. Diketahui bahwa harga kopi luwak cukup mahal
[1], yaitu 20 kali lebih mahal dibandingkan kopi biasa [13].
Adapun perbandingkan harga kopi luwak dengan kopi
lain disajikan pada Tabel 1. Berdasarkan Tabel 1 tersebut,
kopi luwak menempati posisi ke-4 dari kopi 10 termahal
di dunia.
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Tabel 1. Perbandingan 10 harga kopi termahal di dunia

Jeni Kopi Harga per Daerah Asal
pound* (dalam
dolar)
Black Ivory Lebih dari 500 Thailand
Finca El Injerto 500 Guatemala
Hacienda La Lebih dari 500 Panama
Esmeralda
Kopi Luwak 160 Asia
Saint Helena 79 Pulau St. Helena
Jamaican Blue Lebih dari 50 Jamaika
Mountain
Fazenda Santa 50 Brasilia
Ines
Starcbucks 47,30/cangkir Philadeplhia,
Quadriginoctuple USA
Los Planes 40 El Slvador
Hawaiiaan Kona 34 Hawai, USA
*Keterangan: hanya untuk jenis kopi selain

Starcbucks Quadriginoctuple

Standar mutu kopi luwak sendiri di Indonesia sampai
saat ini masih mengacu pada Standar Nasional Indonesia
(SNI) untuk Kopi, yaitu SNI 01-2907-2008 [33, 37].
Perbedaan kopi luwak dengan kopi biasa tidak hanya
terletak pada prosesnya saja, komposisi kimia dari
keduanya pun cukup berbeda (Tabel 2).

Tabel 2. Perbandingan kandungan kimia pada kopi
luwak dan kopi biasa

Kandungan Kimia Konsentrasi (g/100g)

Kopi biasa Kopi luwak
Kafein 1,1—2,5% 0,358 — 0,363**
Asam klorogenat 1,9 —3,8% 0,0544 — 0,0571%*
Protein 6,5 — 10* 1,09 — 1,11%*
Polisakarida 31— 37% 69,16 + 69,72%***
Lemak 17,37 19,76 ***

Sumber: *[38], ¥*[13], ¥**[2], ¥***[34]

Pada Tabel 2, terlihat bahwa kadar kafein pada kopi
luwak lebih rendah dibandingkan kopi biasa. Hal ini
disebabkan oleh adanya penurunan kandungan kafein
yang terjadi selama fermentasi kopi di dalam saluran
pencernaan luwak [39]. Semakin lama proses fermentasi
terjadi, maka kandungan kafein pada kopi semakin
sedikit, karena kafein terdegradasi menjadi uric acid, 7-
methilxanthine, dan xanthine [40]. Selain itu, kafein
berubah menjadi kafeol yang berimplikasi pada aroma
dan flavor kopi. Senyawa kafein ini juga berkontribusi
terhadap rasa pahit pada kopi. Penurunan kadar kafein
juga dipengaruhi oleh penguraian protein selama
fermentasi. Adanya aktivitas protease yang tinggi dari
bakteri proteolitik yang terdapat pada saluran
pencernaan luwak, menyebabkan berkurangnya kadar
kafein pada kopi serta akan meningkatkan asam amino
bebas [1]. Semakin panjang proses fermentasi
berlangsung, maka kadar kafein dalam biji kopi akan
semakin menurun [41]. Begitu juga kadar protein pada

kopi luwak, yang cenderung lebih rendah dibandingkan
kopi biasa (Tabel 2).

Asam klorogenat yang terkandung di dalam kopi
luwak lebih sedikit dibandingkan kopi biasa. Asam
klorogenat adalah turunan dari senyawa fenol dan
merupakan faktor penentu kualitas kopi khususnya
aroma kopi [42]. Senyawa ini juga menentukan
karakteristik pahit pada kopi [43]. Hal ini yang
menyebabkan rasa kopi biasa lebih pahit dibandingkan
kopi luwak [17]. Selama fermentasi berlangsung, asam
klorogenat dihidrolisi oleh klorogenat hidrolase menjadi
asam kafeat dan asam ferulik yang menyebabkan rasa
pahit pada kopi menurun [44].

3. Peran Selulase pada Fermentasi Kopi Luwak

Selulosa merupakan serat utama pada dinding sel biji
kopi [45]. Selulosa bersama polisakarida lain seperti
arabinogalaktan dan galaktomanan sebagai fraksi
karbohidrat dalam biji kopi, berkontribusi hampir 50%
dari berat kering biji kopi [46]. Selulosa ditemukan pada
dinding sel tanaman, khususnya dari substrat
lignoselulosa [47]. Struktur kimia selulosa terdiri dari
polimer tunggal yang tersusun oleh monomer-monomer
glukosa yang dihubungkan dengan ikatan glikosidik g-
1,4 [48, 49, 50], yang memiliki area kristalin yang sangat
teratur dan beberapa area amorphous pada interval yang
tidak teratur [51]. Keteraturan struktur kristalin tersebut
menyebabkan dinding sel biji kopi menjadi resisten
terhadap serangan mikroba.

Enzim yang dapat mendegradasi selulosa yaitu
selulase. Selulase merupakan enzim ekstraseluler yang
terdiri dari 3 grup enzim [52], yaitu: kompleks endo-¢-
1,4-glukanase (EC 3.2.1.4), kompleks ekso-p-1,4-
glukanase (EC 3.2.1.91), dan p-1,4-glukosidase atau
selobiose (EC 3.2.1.21) [53]. Adapun mekanisme hidrolisis
selulosa oleh selulase dapat dilihat pada Gambar 1. Selain
itu, ikatan glikosidik -1,4 pada selulosa dapat diputus
oleh selulase menjadi monomer yang sederhana [28, 29,
54].

0 00

Endoglukanase {o‘@t"@fg’“

Selulosa

HO-. HO- HO-. i
om

Selulosa {Struktur kristal) \Ek%g'""ﬂﬂﬂﬁe

HO. B-glukosidase HO. HE.
OH
oK oH

Ho oH

Glukosa Selobiosa

Gambar 1. Mekanisme hidrolisis selulosa oleh selulase
[55]

Seperti yang ditunjukkan pada Gambar 1, hidrolisis
substrat lignoselulosa terbagi menjadi dua, hidrolisis
primer dan sekunder [56]. Secara umum, hidrolisis
primer yang terdiri dari kerja endoglukanase dan
eksoglukanase, terjadi pada permukaan substrat,
mengubah rantai-rantai selulosa menjadi gula yang
terlarut dengan derajat polimerisasi kurang dari enam
sehingga gula yang dihasilkan umumnya berbentuk cair.
Endoglukanase menghidrolisis rantai-rantai selulosa
membentuk ujung-ujung rantai baru yang kemudian
akan dipecah lagi menjadi selobiosa maupun selo-
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oligosakarida oleh eksoglukanase [50, 57]. Selanjutnya,
hidrolisis sekunder, p-glukosidase memecah selobiosa
menjadi glukosa. Glukosa yang dihasilkan dari fermentasi
enzimatis secara in vitro ini berkontribusi dalam
memberikan aroma, flavor, rasa yang lebih disukai
daripada kopi pada umumnya, khususnya bagi orang
yang memiliki intensitas rendah dalam meminum kopi
[13]. Pada saat fermentasi, selulosa dan karbohdirat lain
diubah menjadi polisakarida larut air, oligosakarida,
monomer, melanoidin, senyawa karamel, dan komponen
volatil. Karbohidrat berkontribusi dalam pembentukan
warna cokelat pada kopi, pembentukan senyawa volatil
serta meningkatkan body kopi.

Rohman [29] mengkombinasikan aktivitas selulase
dengan xilanase untuk mengukur kemampuan enzim
menguraikan selulosa dan hemiselulosa dalam substrat
biji kopi luwak secara in vitro menjadi produk berupa
glukosa dan xilosa. Aktivitas enzim diukur pada cairan
hasil fermentasi yang menggunakan kombinasi isolat
FLs1 (Proteus penneri) dan FLx3 (Stenotrophomonas sp. MH
34). Berdasarkan penelitian tersebut, lama inkubasi
optimum dalam menghasilkan kombinasi selulase dan
xilanase dari substrat biji kopi luwak secara in vitro adalah
pada hari ke-3.

Isolat bakteri FLs1 dan FLx3 termasuk dalam bakteri
mesofilik yang tumbuh optimal pada suhu 30°C, sehingga
enzim yang dihasilkan juga semakin banyak [29].
Kemampuan bakteri selulolitik dalam mendegradasi
selulosa dan hemiselulosa pada kopi mempengaruhi
kandungan asam organik dalam biji kopi [1]. Pada suhu
37°C (di atas suhu optimum) aktivitas enzim lebih
rendah, karena pertumbuhan bakteri menjadi terhambat
dan enzim yang dihasilkan lebih sedikit [54]. Bakteri yang
ditumbuhkan pada kondisi lingkungan yang tidak sesuai,
sulit beradaptasi dan menyebabkan pertumbuhan tidak
optimal sehingga produksi enzim juga terhambat bahkan
inaktif.

4. Peran Xilanase pada Fermentasi Kopi Luwak

Xilan merupakan polisakarida kedua yang melimpah
di alam setelah selulosa dan terhitung hampir berjumlah
sebanyak sepertiga dari sumber karbon organik
terbarukan di bumi [58]. Struktur xilan yang bervariasi di
antara spesies tanaman yang berbeda dan rantai backbone
homopolimernya dapat diganti dengan gugus-gugus
rantai samping berbeda pada posisi yang bervariasi pula
[58]. Adapun enzim yang dapat mendegradasi xilan yaitu
xilanase. Pada proses produksi kopi luwak melalui
fermentasi secara in vitro, mikroorganisme seperti
Stenotropomonas sp. dapat digunakan sebagai sumber
xilanase [28, 29, 54]. Xilanase merupakan kompleks
enzim yang terdiri dari endoxilanase (E.C.3.2.1.8), g-
xilosidase (E.C.3.2.1.37), «-glucuronidase (E.C.3.2.1.139),
a-arabinofuranosidase (E.C.3.2.1.55), dan acetilxilan
esterase (E.C.3.1.1.72). Adapun mekanisme kerja xilanase
dapat dilihat pada Gambar 2.

Xilan
H H H H
Hy G H, N, HS @
H OH 0
¢Xilanase

OH
H

s

H-
od H
H OH

Xilosa
Gambar 2. Mekanisme hidrolisis xilan oleh xilanase [58]

Xilanase mendegradasi polimer xilan sebagai
komponen utama dari hemiselulosa, menjadi xilosa.
Xilan merupakan heteropolimer yang terutama terdiri
atas gula pentosa xilosa dan arabinosa di mana backbone
utama dari xilan memiliki ikatan p-(1>4) yang
menghubungkan residu-residu xilosa. Xilosa
diklasifikasikan sebagai monosakarida yang
mengandung lima atom karbon dan termasuk gugus
fungsi aldehid. Adanya gugus aldehid bebas tersebut,
maka xilosa tergolong gula pereduksi. Seperti
kebanyakan gula lainnya, xilosa dapat mengadopsi
berbagai struktur bergantung kondisi, seperti: struktur
cincin furanosa (5-member) atau piranosa (6-member)
[59]. Karakteristik tersebut membantu proses ekstraksi
biji kopi, khususnya dikenal sebagai coffee bean mucilage
liquefraction di mana mucilage (pulp atau mesokarp) yang
melapisi biji kopi (endosperma) menjadi lebih mudah
terekstraksi. Dengan kata lain, biji kopi yang dihasilkan
memiliki kualitas fisik yang baik, karena sudah
dipisahkan dengan mucilage. Hal ini dapat memudahkan
proses fermentasi kopi karena xilanase akan lebih mudah
untuk mendegradasi xilan yang terdapat pada kopi [60].
Dengan hidrolisis xilan, xilosa yang dihasilkan memiliki
nol kalori sehingga bisa menjadi kopi alternatif rendah
kalori bagi pecinta kopi [60].

Aktivitas xilanase yang tinggi menyebabkan
terjadinya degradasi selulosa, hemiselulosa, dan xilan
semakin meningkat, sehingga menghasilkan produk-
produk turunan seperti gula sederhana [7]. Hal ini
mengakibatkan kandungan asam organik pada biji kopi
semakin meningkat dan berperan dalam kualitas sensori
dari kopi. Hasil dari proses pemecahan gula adalah asam
laktat dan asam-asam lain yaitu etanol, asam butirat, dan
propionat [13].

Xilanase berperan penting dalam fermentasi kopi
luwak secara in vitro. Dengan aktivitasnya dalam
mengkatalis konversi xilan menjadi gula pereduksi
seperti xilosa [30], xilanase berkontribusi dalam
pembentukan reaksi Maillard. Reaksi ini terjadi antara
gugus aldehid yang terdapat pada gula pereduksi dengan
gugus amina yang ada pada peptida sederhana, yang
menghasilkan warna coklat pada biji kopi serta
komponen volatil yang berimplikasi pada terbentuknya
aroma dan flavor khas kopi [13].

5. Peran Protease pada Fermentasi Kopi Luwak

Protease atau biasa disebut proteinase, peptidase,
enzim proteolitik, hidrolase protein merupakan enzim
yang mampu melakukan proteolisis atau katabolisme
protein melalui hidrolisis ikatan peptida. Enzim ini
merupakan salah satu enzim yang berperan penting
dalam industri, di mana penggunaannya mampu
mencapai sekitar 60% dari total pemanfaatan enzim [61].
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Adapun mekanisme hidrolisis protein oleh protease dapat
dilihat pada Gambar 3.

Rs R R R R

| | | I
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Gambar 3. Mekanisme hidrolisis protein oleh protease
[62]

Sama seperti dalam pencernaan perut luwak, biji
kopi diuraikan oleh salah satu enzim yaitu protease,
contohnya yaitu enzim yang berasal dari Bacillus
aerophillus dan Stenotropomonas sp. [28, 29, 541
Penelitian sebelumnya menemukan bahwa hasil sekresi
endogen oleh enzim proteolitik pada sistem pencernaan
luwak dapat meresap ke dalam biji kopi yang melewati
saluran pencernaan luwak tersebut. Enzim proteolitik
memecah kandungan protein dari biji kopi sehingga
asam-asam organik maupun amina seperti asam amino
bebas pun meningkat dan menghasilkan aroma, rasa, dan
flavor yang unik [1]. Selain itu, pada penelitian lain, yang
mengisolasi bakteri asam laktat (BAL), menunjukkan
bahwa dari 3 isolat yang digunakan, hanya isolat 1 (ICF 1)
dan isolat 3 (ICF 3) yang memperlihatkan aktivitas
protease [63]. Proses penguraian protein ini
menyebabkan rasa pahit kopi luwak berkurang
berbanding kopibiasa dan kopi luwak memberikan aroma
tersendiri [11]. Protease secara umum digunakan untuk
memecah oligopeptida menjadi asam amino [64].

Proses roasting semakin memperkuat aroma, warna,
rasa dari biji kopi yang selanjutnya mengalami reaksi
Mailard oleh karena biji kopi mengandung protein, asam
amino, trigonelin (produk metabolisme niasin yang
diekskresi dari urine luwak), serotonin, karbohidrat,
asam karboksilat, fenol, dan sebagian komponen mikro
lainnya. Asam-asam lemak dan turunannya yang
terdapat dalam biji kopi, diantaranya: trigeliserida, ester
diterpen, diterpen bebas, triterpen, sterol, tokoferol,
fosfatida dan turunannya juga berperan memberikan
karakteristik sensori yang lebih enak serta pembentukan
konsistensi viskositas kopi setelah diseduh [4].

Masing-masing dari penelitian Rohman [29], Susilo
[54], dan Zahiroh [28], meneliti aktivitas enzim dari
Bacillus  aerophilus  sebagai isolat FLp1 dan
Stenotropomonas sp MH3 sebagai isolat FLp2 yang berasal
dari biji kopi yang ada pada feses luwak segar yang
diperoleh dari perkebunan kopi. Isolat FLp1 dan FLp2
yang ditumbuhkan pada media susu skim dan didapatkan
waktu optimum yang berbeda dalam memproduksi
protease. Selain itu, pada penelitian yang dilakukan
Hadipernata dan Nugraha yang membandingkan antara
buah kopi segar, biji kopi segar dan biji kopi luwak
menunjukkan bahwa enzim proteolitik hanya terdapat
pada biji kopi luwak. Hal ini disebabkan oleh fermentasi
yang terjadi pada biji luwak [65].

6. Karakteristik Kimia dan Sensori Kopi Luwak
Hasil Fermentasi Secara In vitro

Melalui fermentasi secara in vitro, kopi luwak
(artifisial) yang diproses menggunakan bioreaktor
memiliki karakteristik kimia yang tidak jauh berbeda
dengan kopi luwak vang difermentasi secara
konvensional atau asli [13]. Hal ini ditunjukkan pada

kadar air, abu, lemak, dan karbohidrat dari kedua kopi
luwak tersebut, yang disajikan pada Tabel 3 [13].
Berdasarkan Tabel 3 tersebut, hanya kandungan protein
dari kopi luwak artifisial yang lebih tinggi secara
signifikan dari kopi luwak asli. Tingginya kandungan
protein disebabkan oleh aktivitas bakteri asam laktat
(BAL) dan enzim proteolitik yang ditambahkan ke dalam
bioreakor sebelum fermentasi artifisial dilakukan [13].
Menurut Radha dkk. [66], protease merupakan enzim
kompleks yang mengkatalisis proses hidrolisis molekul
protein. Pada proses fermentasi kopi luwak asli, enzim
protease ini yang menyebabkan kandungan protein
menurun [4]. Dengan adanya penambahan protease pada
fermentasi kopi luwak artifisial, proses degradasi protein
menjadi peptida yang lebih sederhana tetap terjadi tanpa
menurunkan kandungan protein secara keseluruhan jika
dibandingkan dengan kopi luwak asli.

Tabel 3. Perbandingan kandungan proksimat kopi luwak
artifisial dan kopi luwak asli [13]

Kandungan Konsentrasi (g/100g)
Kimia - - -
Kopi luwak Kopi luwak asli
artifisial
Air 2,05 + 0,11 2,00 £ 0,15
Abu 5,38 £ 0,22 5,34 % 0,17
Lemak 12,21+ 0,19 12,13 + 0,22
Protein 13,11+ 0,23 11,08 £ 0,31%*
Karbohidrat 67,25+ 0,33 69,44 + 0,28
Kafein merupakan senyawa alkaloid yang

terkandung secara alami pada lebih dari 60 jenis
tanaman, terutama kopi. Berdasarkan penelitian yang
dilakukan oleh Usman dkk. [7] yang melakukan
fermentasi secara in vitro kopi luwak selama 12 dan 24 jam
dengan penambahan mikroorganisme, menghasilkan
kopi dengan kadar kafein yang tidak jauh berbeda dengan
dengan kopi luwak asli. Kandungan kafein pada kopi
luwak yaitu 0,7%. Hal in berbeda dengan penelitian lain
yang melakukan fermentasi kopi luwak menggunakan
bioreaktor, di mana kadar kafein yang dihasilkan lebih
rendah dibandingkan kopi luwak asli [13].

Mikroorganisme dan enzim juga diharapkan dapat
menghasilkan kopi yang terfermentasi menjadi lebih
unik dengan cita rasa dan aroma yang khas [1]. Oleh
karena itu, karakteristik sensori yang juga berperan
penting dalam menentukan kualitas kopi perlu
dipertimbangkan untuk mengukur kualitas kopi luwak
artifisial. Hasil penelitian sebelumnya menunjukkan
bahwa fermentasi biji kopi secara basah dengan
mikroorgansime probiotik yang diisolasi dari organ
pencernaan luwak menghasilkan produk kopi yang
memiliki cita rasa dan aroma yang mendekati kopi luwak
asli. Berdasarkan cita rasa dan kenikmatannya, kopi
luwak probiotik memiliki tekstur yang lebih lembut
dengan cita rasa kopi yang lebih kuat daripada kopi luwak
asli [21]. Produksi kopi luwak secara fermentasi dengan
mikroba probiotik yang berhasil, setidaknya dapat
menghasilkan keuntungan, di antaranya (1) produksi
lebih mudah diprogramkan serta tidak terbatas, (2) biaya
menjadi lebih murah, (3) bebas dari aroma tanah, (4)
lebih higienis, dan (5) dapat menghilangkan perasaan
jijik bagi konsumen tertentu.

Pada penelitian lain [16], yang membandingkan
kualitas sensori antara kopi luwak asli dengan kopi luwak
artifisial ~menggunakan cupping test  analysis
menunjukkan hasil sensori yang bervariasi dari setiap
atributnya (Tabel 4), meskipun secara keseluruhan
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memiliki skor yang tidak jauh berbeda. Dilihat dari atribut
aroma (fragrance), kopi luwak artifisial memperoleh skor
yang lebih rendah dibandingkan kopi luwak asli. Hal ini
disebabkan oleh kandungan protein kopi luwak artifisial
yang lebih tinggi seperti yang ditunjukkan pada Tabel 3.
Protein akan terdegradasi menjadi asam amino bebas
yang merupakan salah satu senyawa kimia yang
berkontribusi pada aroma kopi [67]. Akan tetapi, atribut
after taste kopi luwak artifisal lebih rendah dibandingkan
dengan kopi luwak asli. Selama proses penyangraian,
terjadi reaksi Maillard antara gugus karbonil dari gula
pereduksi dengan asam amino, peptida, dan protein pada
kopi [68]. Reaksi ini menghasilkan senyawa melanoidin
yang menyebabkan warna kopi menjadi cokelat [69] dan
memberikan flavor pada kopi [70]. Jika dilihat dari atribut
body kopi, skor yang dimiliki kopi luwak artifisial tidak
jauh berbeda dengan kopi luwak asli. Hal ini diduga
disebabkan oleh kandungan lemak yang dimiliki dari
kedua kopi tersebut. Kandungan lemak yang tinggi
menghasilkan body kopi yang kuat [4].

Tabel 4. Perbandingan karakteristik sensori kopi luwak
artifisial dengan kopi luwak asli [13]

Atribut sensori Kopi luwak Kopi luwak
artifisial asli
Aroma 7,75 8,00
Flavor 7,75 7,75
After taste 7,75 7,90
Keasaman 7,63 7,75
Body 7,75 7,50
Keseragaman 10,0 10,0
Balance 7,88 8,00
Keseluruhan 7,88 8,00

7. Kesimpulan

Selulase, xilanase, dan protease dapat dimanfaatkan
dalam proses fermentasi kopi luwak secara in vitro.
Selulase mengubah selulosa menjadi glukosa sehingga
berkontribusi pada aroma, flavor, rasa kopi luwak.
Kemudian, xilanase mengubah xilan menjadi xilosa yang
berperan dalam produk akhir yang dihasilkan bersifat
rendah kalori. Selanjutnya, protease mampu mengubah
protein menjadi asam-asam organik dan amina yang juga
meningkatkan karakteristik dari kopi serta konsistensi
viskositas kopi setelah diseduh. Fermentasi kopi luwak
secara in vitro memberikan karakteristik kimia dan
sensori kopi yang tidak jauh berbeda dengan kopi luwak
asli. Teknologi fermentasi tersebut dapat digunakan
sebagai alternatif untuk menghasilkan kopi luwak
dengan kualitas yang sama dengan kopi luwak yang
difermentasi secara konvensional.
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