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ABSTRAK 

Judul : Eksplorasi Bakteri Selulolitik dari Lahan Bekas Tambang 

Batu Gamping Teknik Reklamasi Groove Planting System 

Pasca Aplikasi Vermicomposting 

Nama   : Hana Dwi Andayani 

NPM   : 1513200003 

Dosen Pembimbing 1 : Sriwulan, S.Pd., M.Si 

Dosen Pembimbing 2 : Dwi Oktafitria, S.Si., M.Sc. 

 

PT. Semen Indonesia (Persero) Tbk. merupakan industri penghasil semen 

yang  telah  melakukan  reklamasi. Salah  satu  teknik  reklamasi  yang  

dilakukan adalah Groove Planting System (GPS) yang kemudian dimodifikasi 

dengan aplikasi vermicomposting. Aplikasi vermicomposting di PT. Semen 

Indonesia (Persero) Tbk. telah dilakukan sejak tahun 2022, namun belum 

diketahui tentang efektivitas dari reklamasi tersebut. Salah satu cara untuk 

mengetahui keberhasilan dari vermicomposting dapat dilihat dari keberadaan 

mikroorganisme sebagai agen biologis dalam menguraikan bahan organik seperti 

adanya bakteri selulolitik. Penelitian ini bertujuan untuk  mengetahui apa saja 

bakteri selulolitik pada lahan bekas tambang batu gamping teknik reklamasi GPS 

(Groove Planting System) pasca aplikasi vermicomposting di PT. Semen 

Indonesia (Persero) Tbk. Pabrik Tuban, karakteristik, serta indeks selulolitik dari 

bakteri selulolitik tersebut. Jenis penelitian ini adalah penelitian observasi. 

Bakteri selulolitik diisolasi dari tanah bekas tambang batu gamping 

menggunakan media CMC dengan metode pour plate. Karakterisasi dilakukan 

dengan pengamatan makroskopis (bentuk, elevasi, tepian, dan warna koloni), 

mikroskopis, dan biokimia (uji katalase dan uji respirasi). Uji aktivitas selulolitik 

berdasarkan indeks selulolitik (IS) yang dilihat dari zona bening hasil pewarnaan 

congo red 0,1%. Berdasarkan hasil penelitian, didapatkan sembilan isolat bakteri 

selulolitik yang memiliki kemiripan karakteristik dengan lima genus, yaitu 

Bacillus, Alteromonas, Azotobacter, Cellulomonas, dan Micrococcus. 

Berdasarkan hasil uji selulolitik, enam isolat memiliki indek selulolitik yang 

rendah (0,2-0,9), dua isolat memiliki indeks selulolitik sedang (1,04 dan 1,47), 

dan satu isolat memiliki indeks selulolitik tinggi (4,2) yaitu isolat VC2 yang 

mempunyai kemiripan dengan genus Bacillus. 

Kata Kunci: bakteri selulolitik, batu gamping, lahan pasca tambang, 

vermicomposting
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BAB I 

PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang Masalah 

Indonesia memiliki banyak potensi sumber daya alam, seperti lahan 

pertambangan luas yang tersebar di berbagai wilayah Indonesia. Hal tersebut 

menjadi peluang dalam peningkatan sektor industri di Indonesia dimana sektor 

industri memiliki peran penting dalam perkembangan dan pembangunan nasional. 

Adanya kekayaan alam seperti lahan pertambangan tersebut terus dieksplorasi 

untuk memenuhi kebutuhan manusia hingga saat ini (Munir & Setyowati, 2017).  

Salah satu kota industri di Jawa Timur adalah Kabupaten Tuban dengan 

salah satu industri terbesarnya yaitu industri semen. Hal yang mendasari yaitu 

Kabupaten Tuban memiliki wilayah pegunungan kapur yang dapat dimanfaatkan 

untuk pemenuhan bahan baku semen. Menurut Peraturan Pemerintah Republik 

Indonesia nomor 27 tahun 1980 yang mengatur tentang penggolongan bahan 

galian, batu kapur atau batu gamping termasuk bahan galian golongan C yaitu 

bukan termasuk bahan galian vital dan strategis dimana batu gamping perlu 

melalui proses pengolahan lebih lanjut sebelum dipasarkan. Oleh karena itu 

pendirian pabrik di Kabupaten Tuban banyak dilakukan sebagai pusat produksi. 

Industri semen nasional pertama yang mendirikan pabrik di Kabupaten Tuban 

yaitu PT. Semen Indonesia (Persero) Tbk. 

PT. Semen Indonesia (Persero) Tbk. termasuk dalam perusahaan BUMN 

yang begerak dalam industri semen nasional yang melakukan penambangan batu 
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gamping (CaCO3) dengan metode tambang terbuka (surface mining). Kegiatan 

penambangan merupakan aktivitas menggali kemudian mengolah sumber daya 

alam yang bersifat non renewable (Nursanto dkk., 2019). Adanya kegiatan 

penambangan ini dapat memenuhi kebutuhan manusia, membuka lapangan 

pekerjaan, dan meningkatkan perekonomian negara. Selain dampak positif, 

kegiatan penambangan terbuka tentu memiliki dampak negatif seperti banyaknya 

tanah bagian atas yang terbuka, timbul berbagai macam penyakit yang 

diakibatkan oleh limbah pertambangan, adanya pencemaran yang menurunkan 

status biodiversitas flora dan fauna, meningkatnya laju erosi, serta turunnya 

kualitas lingkungan (Faikar & Chamid, 2020; Algunadi & Astawa, 2016). Maka 

dari itu pemerintah Indonesia mengeluarkan peraturan mengenai pengelolaan 

lingkungan pertambangan. Berdasarkan Peraturan Menteri Energi Sumber Daya 

Mineral (ESDM) Nomor 26 Tahun 2018, reklamasi merupakan salah satu 

kewajiban yang harus dilakukan oleh pemegang IUP atau IUPK. 

Reklamasi erat kaitannya dengan kegiatan pertambangan dan berperan 

penting dalam kelestarian lahan bekas tambang (Nurtjahyani dkk., 2018). Menurut 

Peraturan Menteri ESDM, reklamasi bertujuan untuk memulihkan, menata, dan 

memperbaiki kualitas lingkungan agar berfungsi sebagaimana peruntukannya. 

Keberhasilan reklamasi lahan bekas tambang sangat bergantung pada kondisi 

lingkungan di daerah reklamasi. Adapun beberapa tahapan reklamasi seperti 

contohnya revegetasi tanaman, pemanfaatan mikroorganisme, fitoremediasi, 

maupun vermicomposting yang telah diaplikasikan pada lahan bekas tambang 

batu gamping di PT. Semen Indonesia (Persero) Tbk.  
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Vermicomposting merupakan proses pengomposan dengan aktivitas cacing 

tanah maupun mikroorganisme sebagai agen biologis dalam menguraikan bahan 

organik (Afifah dkk., 2022). Selain dapat mengurangi masalah lingkungan akibat 

proses pembakaran maupun pengolahan lainnya, vermicomposting juga 

menghasilkan produk berupa pupuk yang disebut vermicompost. Vermicompost 

berperan dalam meningkatkan kualitas lahan bekas tambang. Aktivitas cacing 

tanah sebagai agen biologis pada vermicomposting dapat meningkatkan daya 

dukung lingkungan terhadap aktivitas organisme lain dan juga dapat 

mempersingkat waktu maupun mengurangi biaya pengomposan (Melati, 2020; 

Sriwulan dkk., 2022).  

Keberhasilan dari teknik reklamasi seperti vermicomposting yang dilakukan 

salah satunya ditentukan dengan kualitas tanah yang dapat diukur berdasarkan 

parameter fisika, kimia, maupun biologi. Berdasarkan parameter biologi, 

keberadaan mikroorganisme tanah dapat menjadi penentu keberhasilan reklamasi. 

Mikroorganisme tanah yang mendukung penyediaan unsur hara salah satunya 

yaitu bakteri selulolitik (Hidayat & Suryani, 2024).  

Bakteri selulolitik dapat mendegradasi selulosa dari serasah yang ada untuk 

dimanfaatkan sebagai sumber nutrisi bagi tanaman. Kemampuan degradasi 

selulosa oleh bakteri selulolitik didukung dengan kemampuan bakteri dalam 

memproduksi enzim selulase. Bakteri selulolitik berperan dalam mendegradasi 

selulosa menjadi produk yang lebih sederhana yaitu glukosa (Fauziah & Ibrahim, 

2020). Pertumbuhan bakteri selulolitik lebih cepat dibandingkan bakteri lainnya. 

Fauziah & Ibrahim (2020) menyatakan bahwa genus bakteri yang dapat 
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mendegradasi selulosa yaitu genus Pseudomonas, Micrococcus, Bacillus, 

Neisseria, Actinobacillus, dan Flavobacterium. Adanya selulosa pada bahan 

organik dapat menjadi substrat yang baik untuk pertumbuhan bakteri selulolitik, 

sehingga bakteri tersebut banyak ditemukan pada kompos yang mengandung 

selulosa tinggi (Arifin dkk., 2019). Selulosa akan diuraikan menjadi glukosa, 

karbondioksida, dan hidrogen yang dapat mendukung pertumbuhan tanaman. 

Penelitian terdahulu mengenai bakteri selulolitik di antaranya isolasi dan 

karakterisasi bakteri selulolitik dari lumpur mangrove pantai Pandaratan di 

Kecamatan Sarudik Kabupaten Tapanuli Tengah Provinsi Sumatera Utara 

(Ananda dkk., 2023.), skrining bakteri selulolitik asal vermicomposting tandan 

kosong kelapa sawit (Azizah dkk, 2014), eksplorasi bakteri selulolitik dari tanah 

hutan mangrove Baros, Kretek, Bantul, Yogyakarta (Nurrochman & Rahayu, 

2015), skrining bakteri selulolitik asal tanah kebun pisang (Musa paradisiaca) 

(Astriani, 2017). Penelitian terkait eksplorasi bakteri selulolitik dari lahan pasca 

tambang kapur telah dilakukan oleh Khasanah dkk. (2023). Namun, eksplorasi 

tersebut dilakukan pada rhizosfer tanaman nyamplung dengan sistem reklamasi 

GPS (Groove Planting System). Sementara, penelitian terkait ekplorasi bakteri 

selulolitik dari lahan bekas tambang batu gamping teknik reklamasi GPS pasca 

aplikasi vermicomposting belum pernah dilakukan. Maka dari itu, penelitian 

tersebut perlu dilakukan agar dapat memberikan informasi terkait isolat bakteri 

selulolitik yang memiliki potensi sebagai faktor keberhasilan reklamasi dengan 

aplikasi vermicomposting pada lahan bekas tambang batu gamping PT. Semen 

Indonesia (Persero) Tbk. Pabrik Tuban. Selain itu isolat bakteri selulolitik yang 
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diperoleh dapat dikembangkan sebagai agen dekomposer untuk pengolahan 

serasah tanaman yang banyak ditemukan di lahan reklamasi. 

 

1.2 Rumusan Masalah 

Adapun rumusan masalah dalam penelitian ini adalah : 

1. Apa saja bakteri selulolitik yang ditemukan pada lahan bekas tambang batu 

gamping teknik reklamasi GPS pasca aplikasi vermicomposting di PT. Semen 

Indonesia (Persero) Tbk. Pabrik Tuban? 

2. Bagaimana karakteristik bakteri selulolitik pada lahan bekas tambang batu 

gamping teknik reklamasi GPS pasca aplikasi vermicomposting di PT. Semen 

Indonesia (Persero) Tbk. Pabrik Tuban? 

3. Berapa indeks selulolitik dari bakteri selulolitik pada lahan bekas tambang 

batu gamping teknik reklamasi GPS pasca aplikasi vermicomposting di PT. 

Semen Indonesia (Persero) Tbk. Pabrik Tuban? 

 

1.3 Tujuan Penelitian 

Adapun tujuan dari penelitian ini adalah : 

1. Mengetahui bakteri selulolitik apa saja yang ada pada lahan bekas tambang 

batu gamping teknik reklamasi GPS pasca aplikasi vermicomposting di PT. 

Semen Indonesia (Persero) Tbk. Pabrik Tuban. 

2. Mengetahui karakteristik bakteri selulolitik pada lahan bekas tambang batu 

gamping teknik reklamasi GPS pasca aplikasi vermicomposting di PT. Semen 

Indonesia (Persero) Tbk. Pabrik Tuban. 
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3. Mengetahui indeks selulolitik dari bakteri selulolitik pada lahan bekas 

tambang batu gamping teknik reklamasi GPS pasca aplikasi vermicomposting 

di PT. Semen Indonesia (Persero) Tbk. Pabrik Tuban. 

 

1.4 Manfaat Penelitian 

Adapun manfaat dari penelitian ini adalah : 

1. Menambah ilmu pengetahuan tentang bakteri selulolitik pada lahan reklamasi 

bekas tambang batu gamping teknik reklamasi GPS pasca aplikasi 

vermicomposting di PT. Semen Indonesia (Persero) Tbk. Pabrik Tuban. 

2. Menambah data ilmiah bakteri selulolitik pada lahan reklamasi bekas tambang 

batu gamping teknik reklamasi GPS pasca aplikasi vermicomposting di PT. 

Semen Indonesia (Persero) Tbk. Pabrik Tuban. 

3. Sebagai bank isolat untuk inventarisasi bakteri selulolitik Program Studi 

Biologi Fakultas Matematika dan Ilmu pengetahuan Alam UNIROW Tuban. 

4. Sebagai sumber referensi bagi peneliti selanjutnya mengenai jenis bakteri 

selulolitik pada lahan reklamasi bekas tambang batu gamping teknik reklamasi 

GPS pasca aplikasi vermicomposting. 

5. Sebagai langkah awal menggali potensi bakteri selulolitik yang ditemukan 

pada lahan reklamasi bekas tambang batu gamping teknik reklamasi GPS 

pasca aplikasi vermicomposting. 
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1.5 Batasan Penelitian 

Adapun batasan penelitian ini adalah : 

1. Subjek penelitian yaitu tanah dari lahan reklamasi bekas tambang batu 

gamping teknik reklamasi GPS pasca aplikasi vermicomposting di PT. Semen 

Indonesia (Persero) Tbk. Pabrik Tuban. 

2. Objek penelitian yaitu bakteri selulolitik dari tanah di lahan reklamasi bekas 

tambang batu gamping teknik reklamasi GPS pasca aplikasi vermicomposting 

di PT. Semen Indonesia (Persero) Tbk. Pabrik Tuban. 

3. Parameter penelitian yaitu pengamatan bakteri selulolitik secara makroskopis 

(morfologi koloni berupa bentuk, warna, elevasi, dan tepian), secara 

mikroskopis (metode pewarnaan gram), dan uji biokimia (uji katalase dan uji 

respirasi), serta uji aktivitas selulolitik. 

4. Sampel tanah berasal dari rhizosfer tanaman jati dan rhizosfer tanaman 

nyamplung di lahan bekas tambang batu gamping teknik reklamasi GPS pasca 

aplikasi vermicomposting di PT. Semen Indonesia (Persero) Tbk. Pabrik 

Tuban. 

5. Karakterisasi dan identifikasi bakteri selulolitik dilakukan hingga tingkat 

genus. 

 

1.6 Kerangka Berpikir 

Proses kegiatan pertambangan batu gamping yang dilakukan PT. Semen 

Indonesia (persero) Tbk. mengakibatkan dampak negatif terhadap lingkungan. 

Parameter perubahan lingkungan yang dapat diamati salah satunya yaitu kualitas 
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tanah pada lahan bekas tambang. Lahan yang tidak produktif menyebabkan 

penurunan kualitas tanah dan jumlah mikroorganisme sehingga diperlukan adanya 

reklamasi agar lahan dapat dipergunakan kembali. 

Reklamasi merupakan kegiatan pemulihan lahan yang dilakukan PT. Semen 

Indonesia (persero) Tbk. setelah aktivitas pertambangan. Reklamasi dapat 

dilakukan dengan aplikasi vermicomposting yang merupakan proses 

pengomposan dengan aktivitas cacing tanah maupun mikroorganisme sebagai 

agen biologis dalam menguraikan bahan organik. Parameter biologi seperti 

kualitas tanah merupakan salah satu indikator keberhasilan reklamasi. Salah satu 

indikator keberhasilan reklamasi dapat dilihat dari parameter biologi seperti 

kualitas tanah, termasuk di dalamnya keberadaan bakteri selulolitik. Bakteri 

selulolitik dapat mendegradasi selulosa dari serasah yang ada untuk dimanfaatkan 

sebagai sumber nutrisi bagi tanaman. Kerangka berfikir pada penelitian ini dapat 

dilihat pada Gambar 1.1. 
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Gambar 1.1 Kerangka Berpikir Penelitian 

Keterangan : 

 

: parameter yang tidak dilakukan pengamatan 

 

: parameter yang dilakukan pengamatan 



 
 

 

BAB II  

TINJAUAN PUSTAKA 

2.1 Bakteri Selulolitik 

Bakteri adalah mikroorganisme yang memiliki sel tunggal dan tidak 

memiliki membran inti sel. Walaupun berukuran kecil, beberapa bakteri bersifat 

merugikan, contohnya bakteri yang dapat membusukkan bahan pangan hingga 

menyebabkan penyakit bagi manusia (Febriza & Adrian, 2021). Di sisi lain, 

beberapa bakteri juga dapat dimanfaatkan dalam berbagai bidang seperti 

kesehatan, pangan, pertanian, industri, bioteknologi, maupun lingkungan. Dalam 

lingkungan, bakteri dapat berperan sebagai pengurai senyawa organik sehingga 

memudahkan siklus energi dan materi di lingkungan (Bolang, 2015). Terdapat 

berbagai bakteri yang berperan dalam lingkungan, salah satunya yaitu bakteri 

selulolitik.  

Bakteri selulolitik merupakan bakteri yang mampu memproduksi enzim 

selulase dan mendegradasi selulosa menjadi produk sederhana (Murtiyaningsih & 

Hazmi, 2017). Terdapat beberapa kelompok bakteri selulolitik yang mampu 

mendegradasi selulosa kristal (Gambar 2.1a) dan terdapat pula beberapa 

kelompok bakteri selulolitik yang mampu menghidrolisis zat larut (buatan) 

substrat selulosa seperti karboksimetilselulosa tetapi tidak mampu mendegradasi 

kristal selulosa (Gambar 2.1b) (Rettenmaier dkk., 2020). Pertumbuhan bakteri 

selulolitik yang cepat membuat waktu yang dibutuhkan untuk memproduksi 

enzim selulase juga lebih cepat. 
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(a) Clostridium 

thermocellum 
(b) Luteibacter 

 

Gambar 2.1 (a) Bakteri yang Dapat Mendegradasi Selulosa Kristal (Ferdinand dkk., 

2013), (b) Bakteri yang Dapat Menghidrolisis Substrat Selulosa Larut 

tetapi Tidak Memiliki Kemampuan untuk Mendegradasi Selulosa 

Kristal (Friedrich dkk., 2023) 

 

Pada umumnya, bakteri selulolitik dapat ditemukan pada habitat kaya akan 

selulosa. Selulosa merupakan biopolimer yang melimpah di alam, begitupun 

dengan lignin dan hemiselulosa pada bahan yang berasal dari kompos maupun 

tanaman. Selulosa yang terkandung dalam bahan organik merupakan substrat 

yang baik untuk pertumbuhan bakteri selulolitik. Bakteri selulolitik banyak 

ditemukan pada kompos dengan selulosa yang tinggi, selain itu pada tanaman 

yang telah melapuk, lahan pertanian, hutan, atau pada serasah daun (Arifin dkk., 

2019).  

Contoh bakteri selulolitik yang melimpah di tanah hutan adalah Bacillus, 

Pseudomonas, Streptomyces, dan Stenotrophomonas. Sementara itu, bakteri 

selulolitik yang melimpah di tanah pertanian yaitu Arthrobacter, Pseudomonas, 

Bacillus, dan Streptomyces (Bautista dkk., 2024). Fauziah & Ibrahim (2020) 

menyatakan ada beberapa genus bakteri yang dapat mendegradasi selulosa seperti 
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genus Bacillus, Micrococcus, Cellulomonas, dan Neisseria seperti pada Gambar 

2.2 berikut. 

 

    
(a) (b) (c) (d) 

 

Gambar 2.2 Contoh Bakteri Selulolitik (a) Bacillus (Marker, 2015), (b) Micrococcus  

(Alfariza dkk., 2021), (c) Cellulomonas (Khasanah dkk., 2023), (d) 

Neisseria (Caldwell, 2024) 

 

2.2 Lahan Bekas Tambang Batu Gamping 

Lahan bekas tambang memiliki sifat kimia, fisik, dan biologis yang buruk 

dengan kesuburan lahan yang rendah. Lebih dari 60% aktivitas pertambangan 

dilakukan secara terbuka (surface mining), salah satunya adalah penambangan 

batu gamping (Erfandi, 2017). 

Adanya penambangan membuat morfologi lahan menjadi berubah seperti 

terbentuknya lubang bekas tambang (void). Limbah pertambangan pada 

permukaan lahan seperti batuan sisa tambang (overburden), air asam tambang, 

dan sisa bahan tambang yang berbentuk pasir (tailing) dapat mengganggu 

pemanfaatan lahan bekas tambang (Erfandi, 2017). Tanah lapisan atas (top soil) 

dan vegetasi yang rusak juga dapat menyebabkan populasi dan aktivitas mikroba 

menjadi terganggu. Lahan bekas tambang batu gamping seperti yang terdapat di  
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PT. Semen Indonesia (persero) Tbk. Pabrik Tuban memerlukan upaya pemulihan 

seperti reklamasi (Afrizal, 2019). Reklamasi pada lahan bekas tambang batu 

gamping umumnya dilakukan dengan penebaran tanah pucuk, namun keberadaan 

tanah pucuk semakin menipis (Ferdian, dkk., 2023). Adanya keterbatasan tanah 

pucuk ini membuat PT. Semen Indonesia (persero) Tbk. Pabrik Tuban 

mengembangkan reklamasi dengan sistem tanam alur atau Groove Planting 

System (GPS). Teknik GPS ini lebih efektif serta dapat menghemat penggunaan 

tanah pucuk pada proses reklamasi.  

 

2.3 Vermicomposting  

Sistem composting banyak digunakan untuk mereduksi sampah 

biodegradable di Indonesia. Composting merupakan cara pengolahan limbah 

organik dengan dekomposisi bahan organik (Rahmawati & Herumurti, 2016). 

Salah satu kekurangan composting yaitu proses pematangan yang memakan waktu 

lama dan mengandung nutrisi yang rendah. Composting memiliki kekurangan 

yaitu kandungan kompos yang dihasilkan mengandung nutrisi yang rendah dan 

membutuhkan waktu cukup lama dalam proses pematangannya. Menurut 

Kementerian Pertanian Direktorat Jenderal Perkebunan (2021), ada beberapa 

metode composting seperti metode heap, metode bangalore, metode berkeley, 

metode indore, dan metode vermicomposting. 

Vermicomposting merupakan salah satu metode composting yang banyak 

digunakan. Vermicomposting merupakan proses biokimia degradasi bahan organik 

melalui aktivitas cacing tanah dan mikroorganisme (Huang dkk, 2014). 
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Vermicomposting menghasilkan kompos dengan kandungan nutrisi yang lebih 

baik dibandingkan kompos konvensional. Vermicomposting dapat memperbaiki 

sifat kimia, fisik, dan biologi tanah, jadi penggunaan vermicomposting pada tanah 

dapat memperbaiki kualitas tanah. Kelebihan lain vermicomposting adalah tidak 

berbau, memperbaiki tekstur dan struktur tanah, retensi unsur hara, biaya 

pengolahan yang rendah, serta tidak menimbulkan polusi (Manaig, 2016). Faktor 

keberhasilan dari vermicomposting antara lain jenis cacing, aktivitas 

mikroorganisme, pH optimum, dan suhu optimum pertumbuhan mikroorganisme 

(Cahyanto dkk., 2022). Vermicomposting merupakan metode yang efektif dalam 

upaya reklamasi suatu lahan. 



 
 

 

BAB III 

METODE PENELITIAN 

3.1 Jenis Penelitian 

Jenis penelitian ini adalah observasi yang bertujuan untuk mendapatkan 

bakteri selulolitik dari lahan reklamasi bekas tambang batu gamping teknik 

reklamasi GPS pasca aplikasi vermicomposting di PT. Semen Indonesia (Persero) 

Tbk. Pabrik Tuban. 

 

3.2 Waktu dan Tempat Penelitian 

Waktu pelaksanaan penelitian ini yaitu pada bulan Mei-Juli 2024. 

Pengambilan sampel tanah dilakukan di lahan reklamasi bekas tambang batu 

gamping teknik reklamasi GPS pasca aplikasi vermicomposting di PT. Semen 

Indonesia (Persero) Tbk. Pabrik Tuban sedangkan penelitian dilakukan di 

Laboratorium Biologi Universitas PGRI Ronggolawe Tuban untuk proses isolasi, 

karakterisasi, dan pengujian aktivitas selulolitik pada bakteri selulolitik.  

 

3.3 Objek Penelitian 

Populasi penelitian ini adalah semua bakteri selulolitik yang diperoleh dari 

tanah di lahan reklamasi bekas tambang batu gamping teknik reklamasi GPS 

pasca aplikasi vermicomposting di PT. Semen Indonesia (Persero) Tbk. Pabrik 

Tuban. Sedangkan sampel dalam penelitian ini adalah isolat bakteri selulolitik 

yang berhasil diisolasi dari lahan reklamasi bekas tambang batu gamping teknik 
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reklamasi GPS pasca aplikasi vermicomposting di PT. Semen Indonesia (Persero) 

Tbk. Pabrik Tuban. 

 

3.4 Alat dan Bahan 

Alat yang dibutuhkan saat sampling tanah yaitu sekop, sarung tangan, 

plastik klip, dan kertas label. Alat yang diperlukan untuk isolasi dan karakterisasi 

bakteri selulolitik adalah labu erlenmeyer, beaker glass, tabung reaksi, rak tabung 

reaksi, cawan petri, pipet tetes, pengaduk, jarum ose, bunsen, alumunium foil, 

kapas, tisu, korek api, plastik wrap, cover glass, object glass, jangka sorong, 

termometer, soil tester, sarung tangan lateks, timbangan analitik, mikroskop 

binokuler, vortex, hot plate, inkubator, autoklaf, Laminar Air Flow (LAF), dan 

buku Bergey’s Manual of Systemic Bacteriology, Seventh Edition.  

Bahan yang dibutuhkan dalam penelitian ini yaitu akuades, spiritus, NaCl 1 

M, alkohol 70%, H2O2 3%, NaCl 0,9% steril, congo red 0,1%, KH2PO4, 

(NH4)SO4, MgSO4.7H2O, yeast extract, CaCl2.2H2O, agar, CMC (Carboxymethyl 

Cellulose), Nutrient Broth (NB), safranin, iodin, crystal violet, lugol, dan sampel 

bakteri selulolitik dari lahan reklamasi bekas tambang batu gamping teknik 

reklamasi GPS pasca aplikasi vermicomposting di PT. Semen Indonesia (Persero) 

Tbk. Pabrik Tuban. 

 

3.5 Prosedur Kerja 

Prosedur kerja pada penelitian ini terdiri dari beberapa tahapan, antara lain : 
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1. Tahap persiapan 

Tahap persiapan meliputi : 

a. Studi pustaka yang berkaitan dengan isolasi dan karakterisasi bakteri 

selulolitik. 

b. Survei lapangan untuk memperoleh informasi awal, menentukan lokasi, 

dan titik pengambilan sampel tanah dari lahan reklamasi bekas tambang 

batu gamping teknik reklamasi GPS pasca aplikasi vermicomposting. 

c. Preparasi dan sterilisasi alat dan bahan yang digunakan dalam penelitian. 

 

2. Pengambilan sampel tanah 

Tanah diambil dari rhizosfer tanaman jati dan tanaman nyamplung pada 

lahan reklamasi bekas tambang batu gamping teknik reklamasi GPS pasca aplikasi 

vermicomposting di PT. Semen Indonesia (Persero) Tbk. Pabrik Tuban. Tanah 

diambil pada tiga titik dalam setiap alur, yaitu pada 12 alur tanaman jati dan pada 

enam alur tanaman nyamplung. Masing-masing sampel dari rhizosfer tanaman jati 

dan tanaman nyamplung lalu dikompositkan sehingga diperoleh dua sampel. 

Tanah diambil menggunakan sekop dengan kedalaman sekitar 0-30 cm kemudian 

dimasukkan ke plastik klip, diberi label, dan dimasukkan ke dalam cooler box. 

Letak pengambilan sampel pada lahan reklamasi bekas tambang batu gamping 

teknik reklamasi GPS pasca aplikasi vermicomposting di PT. Semen Indonesia 

(Persero) Tbk. Pabrik Tuban dapat dilihat pada Gambar 3.1.  
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(d) 

 
(c) 

 
Keterangan Gambar Skematik: (b)  

 

 

 

 

: Tanaman Jati 

 

: Tanaman Nyamplung 

 

: Tempat pengambilan sampel 

pada tiap alur 
 

 

Gambar 3.1 (a) Gambar Skematik Titik Pengambilan Sampel pada Setiap Alur, 

(b) Lokasi Lahan Teknik Reklamasi GPS Pasca Aplikasi 

Vermicomposting (Google Earth, 2024), (c) Lokasi Lahan Reklamasi 

Bekas Tambang Batu Gamping PT. Semen Indonesia Pabrik Tuban 

(Google Earth, 2024), (d) Peta Provinsi Jawa Timur (Google Earth, 2024). 

 

3. Pembuatan Media CMC 

Pembuatan media CMC terdiri dari 15 gr agar, 1 gr (NH4)SO4, 1,36 gr 

KH2PO4, 0,2 gr MgSO4.7H2O, 1 gr yeast ekstrak, 2 gr NaCl, 0,01 gr CaCl2.2H2O, 

5 gr CMC dalam 1000 ml aquadest di erlenmeyer. Media dipanaskan diatas 

hotplate hingga mendidih kemudian dihomogenkan. Selanjutnya disterilkan 

(a) 



19 
 

 
 

menggunakan autoklaf selama 15 menit dengan suhu 121⁰C dengan tekanan 1 

atm. 

 

4. Isolasi Bakteri Selulolitik 

Isolasi bakteri dilakukan pada setiap sampel tanah yang diperoleh. Sebanyak 

25 gr tanah ditambahkan dalam 225 ml larutan 0,9% NaCl steril, diaduk hingga 

homogen dan diperoleh larutan pengenceran 10
-1

. Dilanjutkan pengambilan 1 ml 

suspensi dari pengenceran 10
-1 

lalu dimasukkan ke larutan 0,9% NaCl steril 9 ml. 

Tahap ini dilakukan hingga pengenceran 10
-5

. Pengenceran bertingkat dilakukan 

untuk mengurangi kepadatan mikroba dalam sampel. Isolasi bakteri selulolitik 

dilakukan dengan metode pour plate di tingkat pengenceran 10
-3

 sampai 10
-5

 

(Ananda dkk., 2023). Isolasi dilakukan dengan mengambil 1 ml suspensi dari 

setiap pengenceran lalu memasukkan ke dalam cawan petri kemudian dituangkan 

media CMC secara aseptis dan dilakukan sebanyak dua kali pengulangan (duplo). 

Selanjutnya cawan petri dihomogenkan memutar searah angka delapan. 

Kemudian media diinkubasi dengan posisi terbalik selama ±48 jam dengan suhu 

30⁰C (Fauziah & Ibrahim, 2020).  

 

5. Purifikasi Isolat 

Purifikasi dilakukan dengan metode streak plate yaitu memindahkan koloni 

yang berbeda fisik dan terpisah dengan jarum ose pada media CMC padat, 

kemudian diinkubasi dengan suhu 30⁰C selama 24 jam. Purifikasi dilakukan 

untuk memperoleh single colony sebagai bahan karakterisasi bakteri berupa 
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pengamatan morfologi koloni (bentuk, warna, tepi, dan elevasi), pengamatan 

mikroskopis dengan pewarnaan gram, uji biokimia berupa uji katalase dan uji 

respirasi, serta uji aktivitas selulolitik. 

 

6. Karakterisasi Bakteri Selulolitik 

a. Pengamatan Morfologi Bakteri 

1. Pengamatan secara makroskopis yaitu pengamatan morfologi koloni 

bakteri meliputi bentuk, warna, tepi, dan elevasi koloni yang tumbuh 

pada media CMC. 

2. Pengamatan secara mikroskopis yaitu pengamatan pada pewarnaan 

gram. Pewarnaan gram bertujuan untuk mengetahui reaksi gram dan 

bentuk sel bakteri. Bakteri dikategorikan sebagai gram positif jika 

selnya berwarna ungu, dan gram negatif jika selnya berwarna merah 

(Dewi, 2013). 

b. Uji Biokimia 

1. Uji Katalase 

Uji katalase dilakukan dengan meneteskan H2O2 3% pada object glass 

yang steril. Selanjutnya mengoleskan biakan bakteri pada object glass 

yang telah ditetesi H2O2 3% dengan jarum ose. Suspensi secara perlahan 

dicampur menggunakan jarum ose, reaksi positif uji katalase ditandai oleh 

terbentuknya gelembung gas. 
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2. Uji Respirasi 

Uji respirasi dapat diamati menggunakan media cair Nutrient Broth 

(NB). Isolat bakteri diambil menggunakan jarum ose secara aseptik lalu 

diinokulasikan di media NB lalu diinkubasi dengan suhu 30
o
C selama 24 

jam. Kemudian diamati akumulasi pertumbuhan bakteri (Sriwulan, 2014). 

 

c. Identifikasi Bakteri 

Identifikasi bakteri selulolitik dilakukan hingga tingkat genus dengan 

cara mencocokan hasil karakterisasi dengan buku Bergey’s Manual of 

Systemic Bacteriology, Seventh Edition. 

 

7. Uji Aktivitas Selulolitik 

Uji aktivitas bakteri selulolitik dilakukan dengan cara mengambil satu ose 

bakteri kemudian digoreskan pada media CMC membentuk lingkaran (Ulfa dkk., 

2014). Biakan diinkubasi selama 24 jam dengan suhu 30⁰C kemudian ditetesi 

larutan congo red 0,1% hingga menutupi permukaan media lalu dibilas dengan 

NaCl 1M. Pembuatan larutan congo red 0,1% dilakukan dengan memasukkan 0,1 

gr congo red dalam akuades 100 ml (Waling dkk., 2021). Zona bening yang 

terbentuk di sekitar koloni bakteri diukur diamternya dengan jangka sorong 

kemudian dihitung indeks selulolitik (IS). Kategori nilai IS yaitu kategori rendah 

(≤ 1), sedang (1-2), dan tinggi (≥2) (Choi dkk., 2005). Menurut Choi dkk. (2005), 

rumus yang digunakan untuk menghitung IS yaitu:  

IS = 
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3.6 Teknik Pengumpulan Data 

Teknik pengumpulan data yaitu dengan mengumpulkan data hasil isolasi, 

karakterisasi, dan pengukuran zona bening dari isolat bakteri selulolitik yang 

diperoleh dari lahan reklamasi bekas tambang batu gamping teknik reklamasi GPS 

pasca aplikasi vermicomposting di PT. Semen Indonesia (Persero) Tbk. Pabrik 

Tuban.  

 

3.7 Analisis Data 

Data hasil isolasi, karakterisasi, dan pengukuran zona bening pada uji 

aktivitas selulolitik dianalisis secara deskriptif dan disajikan dalam bentuk tabel 

maupun gambar. Data hasil isolasi disajikan dalam bentuk gambar, data 

karakterisasi bakteri selulolitik disajikan dalam bentuk tabel, data pengukuran 

zona bening dihitung berdasarkan rumus indeks selulolitik (IS) yang kemudian 

disajikan dalam bentuk tabel. Penentuan genus bakteri selulolitik ditentukan 

dengan membandingkan hasil karakterisasi bakteri selulolitik yang didapat dengan 

karakteristik bakteri selulolitik pada buku Bergey’s Manual of Systemic 

Bacteriology, Seventh Edition. 



 
 

 

BAB IV 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

4.1 Karakterisasi Bakteri Selulolitik 

Bakteri selulolitik diisolasi dari rhizosfer tanaman jati dan tanaman 

nyamplung pada lahan reklamasi bekas tambang batu gamping teknik reklamasi 

GPS pasca aplikasi vermicomposting di PT. Semen Indonesia (Persero) Tbk. 

Pabrik Tuban. Isolat didapatkan dengan melihat perbedaan morfologi koloni yang 

tumbuh pada media CMC agar (Gambar 4.1). 

 

 
 

  

Gambar 4.1 Hasil Isolasi Bakteri Selulolitik pada Media CMC Selama Inkubasi 

48 Jam (Anak panah menunjukkan salah satu koloni bakteri yang 

tumbuh pada media CMC) 

 

Bakteri yang tumbuh pada media CMC menunjukkan bahwa bakteri 

tersebut dapat memanfaatkan selulosa sebagai sumber nutrisi terutama sebagai 

sumber karbon yang terkandung dalam media CMC. Keberadaan bakteri 
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selulolitik dalam tanah tentu dipengaruhi oleh faktor lingkungan seperti suhu 

tanah, pH tanah, dan kelembaban tanah (Wahyuni dkk., 2015). 

Rata-rata suhu tanah pada lahan reklamasi bekas tambang batu gamping 

teknik reklamasi GPS pasca aplikasi vermicomposting di PT. Semen Indonesia 

(Persero) Tbk. Pabrik Tuban adalah 35°C. Suhu tanah dapat dipengaruhi oleh 

keadaan iklim, cuaca, maupun penutupan vegetasi (Riyanto dkk., 2020). 

Pengukuran suhu tanah pada penelitian ini dilakukan pada siang hari di musim 

kemarau sehingga suhu tanah cenderung lebih tinggi. Suhu merupakan faktor 

yang sangat berpengaruh terhadap aktivitas selulase, karena berkaitan dengan 

aktivitas enzim (Marina dkk., 2018). Semakin tinggi suhu maka aktivitas selulase 

akan meningkat (Alam dkk., 2013). Menurut penelitian Kurniawati dkk. (2019), 

batas optimum suhu untuk memproduksi selulase adalah 40
o
C. Umumnya, bakteri 

selulolitik mampu melakukan degradasi selulosa dengan hasil yang optimal pada 

suhu 27-36
o
C (Rudiansyah dkk., 2017). Dengan demikian, suhu tanah pada lokasi 

pengambilan sampel masih ada dalam rentang suhu untuk pertumbuhan bakteri 

selulolitik. 

Nilai pH pada lokasi penelitian tergolong netral, yaitu 7. Menurut Khairiah 

dkk. (2013), keasaman pH dalam tanah mampu menghambat aktivitas enzim pada 

bakteri. Semakin rendah pH maka populasi bakteri juga berkurang (Irfan, 2014). 

Menurut Wahyuni dkk. (2015), pH optimum pertumbuhan bakteri selulolitik 

sebesar 5-7. Dengan demikian, pH tanah pada lokasi pengambilan sampel masih 

ada dalam rentang pH optimum untuk pertumbuhan bakteri selulolitik. 
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Sementara itu, kelembaban tanah pada lahan reklamasi bekas tambang batu 

gamping teknik reklamasi GPS pasca aplikasi vermicomposting di PT. Semen 

Indonesia (Persero) Tbk. Pabrik Tuban tergolong kering. Hal ini dapat 

dipengaruhi oleh suhu tanah, semakin tinggi suhu tanah maka kelembaban tanah 

semakin rendah. 

Banyaknya isolat bakteri yang ditemukan dalam penelitian tentu 

dipengaruhi oleh lapisan tanah yang diambil, yaitu pada kedalaman 0-30 cm yang 

merupakan lapisan top soil (Nurlaila & Hendri, 2019). Lapisan tanah top soil 

merupakan permukaan tanah yang biasanya mengandung paling banyak unsur 

hara dan memiliki jumlah mikroorganisme yang lebih banyak dari lapisan tanah 

lainnya (Apriansah, 2020). Hal ini sesuai dengan pernyataan Irfan (2014) yaitu 

semakin dalam lapisan tanah maka populasi bakteri semakin berkurang. Selain itu, 

bakteri selulolitik yang berada pada lapisan tanah top soil dapat memperoleh 

substrat lebih banyak sehingga bakteri yang hidup juga lebih banyak. 

 Dari hasil isolasi bakteri selulolitik didapatkan sembilan isolat bakteri 

selulolitik, yaitu tiga isolat bakteri selulolitik dari rhizosfer tanaman jati, dua 

isolat dari rhizosfer tanaman nyamplung, dan empat isolat dari rhizosfer tanaman 

jati dan nyamplung. Karakterisasi morfologi sembilan isolat bakteri yang diamati 

secara makroskopis, mikroskopis, dan biokimia ditunjukkan oleh Tabel 4.1. Hasil 

pengamatan bakteri selulolitik dari rhizosfer tanaman jati dan tanaman nyamplung 

kemudian diberi kode VC (Vermicomposting). 
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Tabel 4.1 Hasil Pengamatan Bakteri Selulolitik yang Didapatkan dari Rhizosfer Tanaman Jati dan Tanaman Nyamplung 

 

Karakteristik 
Kode Isolat 

VC1 VC2 VC3 VC4 VC5 VC6 VC7 VC8 VC9 

M
a
k

ro
sk

o
p

is
 

Bentuk Bulat Lonjong 
Tidak 

beraturan 

Tidak 

beraturan 

Tidak 

beraturan 

Tidak 

beraturan 
Bulat Bulat 

Tidak 

beraturan 

Warna 
Putih 

susu 

Putih 

bening 
Putih Putih Putih 

Putih 

bening 
Kuning Putih susu 

Putih 

bening 

Tepi Bertitik Halus Halus Bergerigi Berlekuk Berkarang Halus Halus Berkarang 

Elevasi Datar Datar Datar Datar Datar Datar Datar Datar Datar 

M
ik

ro
sk

o
p

is
 

Sifat Gram + + + - + - + + + 

Bentuk Sel Bacil Bacil Bacil Coccobacil Bacil Bacil Coccobacil Coccus Coccobacil 

B
io

k
im

i

a
 

Katalase + + + + + + + + + 

Respirasi Aerob Aerob Aerob Aerob Aerob Aerob Aerob Aerob Aerob 

Ditemukan 

pada 

rhizosfer 

Jati 
Jati dan 

Nyamplung 

Jati dan 

Nyamplung 
Jati 

Jati dan 

Nyamplung 

Jati dan 

Nyamplung 
Jati Nyamplung Nyamplung 
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Berdasarkan Tabel 4.1, sembilan isolat bakteri selulolitik memiliki bentuk 

bulat, lonjong, dan tidak beraturan. Warna koloni bakteri terdiri dari putih, putih 

bening, putih susu, dan kuning. Sedangkan tepi koloni bakteri terdiri dari halus, 

bergerigi, berlekuk, berkarang, dan bertitik. Seluruh isolat memiliki elevasi datar.  

Karakterisasi mikroskopis menunjukkan bahwa isolat VC1, VC2, VC3, 

VC5, VC7, VC8, dan VC9 merupakan bakteri gram positif, sedangkan VC4 dan 

VC6 merupakan bakteri gram negatif. Bentuk sel dari isolat VC1, VC2, VC3, 

VC5, dan VC6 adalah bacil. Isolat VC4, VC7, dan VC9 memiliki bentuk sel 

coccobacil. Sedangkan VC8 memiliki bentuk coccus.  

Bakteri gram positif ditandai dengan warna ungu dikarenakan bakteri gram 

positif dapat mempertahankan warna kristal violet setelah dibilas dengan alkohol 

(Nurhidayati dkk., 2015). Sebanyak 50% dinding sel pada bakteri gram positif 

terdiri atas lapisan peptidoglikan (Putri, 2021). Sedangkan bakteri gram negatif 

memiliki lapisan peptidoglikan yang cenderung tipis dimana akan kehilangan 

kompleks kristal violet-lugol dan sel menjadi tidak berwarna. Pewarnaan sel 

menggunakan larutan safranin merah membuat sel bakteri gram negatif menjadi 

berwarna merah. Hasil pewarnaan gram dapat ditunjukkan pada Gambar 4.2. 

 

   

Isolat VC1 Isolat VC2 Isolat VC3 

(Gram positif dengan (Gram positif dengan (Gram positif dengan 
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bentuk sel bacil) bentuk sel bacil) bentuk sel bacil) 

   

   

   

Isolat VC4 Isolat VC5 Isolat VC6 

(Gram negatif dengan 

bentuk sel coccobacil) 

(Gram positif dengan 

bentuk sel bacil) 

(Gram negatif dengan 

bentuk sel bacil) 

   

   

   
Isolat VC7 Isolat VC8 Isolat VC9 

(Gram positif dengan 

bentuk sel coccobacil) 

(Gram positif dengan 

bentuk sel coccus) 

(Gram positif dengan 

bentuk sel coccobacil) 

   

 

Gambar 4.2. Hasil Pengamatan Mikroskopis (Sifat Gram dan Bentuk Sel) pada 

Sembilan Isolat dengan Perbesaran Mikroskop 10x40. 

 

Berdasarkan Tabel 4.1, hasil uji katalase menunjukkan reaksi positif pada 

seluruh isolat yang ditandai dengan adanya gelembung gas setelah penambahan 

H2O2 3% (Antriana, 2014) (Gambar 4.3). Hal ini menunjukkan bahwa seluruh 

isolat bakteri mampu memproduksi enzim katalase yang dapat memecah hidrogen 

peroksida menjadi air dan oksigen. Hal ini sesuai dengan pernyataan Arifin dkk. 
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(2019) bahwa adanya gelembung gas karena hidrogen peroksida yang diuraikan 

oleh enzim katalase.  

 

 

 

Gambar 4.3. Hasil Pengamatan Uji Katalase Bakteri Selulolitik (Anak panah 

menunjukkan gelembung gas yang menandakan reaksi positif dari uji 

katalase) 

 

Hasil uji berikutnya adalah uji respirasi. Uji respirasi bakteri bertujuan 

untuk mengetahui kemampuan bakteri dalam memanfaatkan oksigen di 

lingkungannya. Menurut kebutuhan oksigennya, bakteri dapat digolongkan 

menjadi bakteri aerob, aerob obligat, anaerob obligat, anaerob fakultatif, 

aerotoleran anaerob, capnophiles, dan mikroaerofilik (Tjampakasari & Hanifah, 

2023).  

Hasil uji respirasi seluruh isolat dapat dilihat pada Tabel 4.1. Tabel tersebut 

menunjukkan bahwa seluruh isolat bakteri selulolitik merupakan bakteri dengan 

respirasi aerob. Hal ini ditandai dengan adanya warna keruh pada permukaan 

media cair NB (Nutrient Broth) setelah diinkubasi selama 24 jam (Gambar 4.4). 
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(a) (b) 

 

Gambar 4.4 (a) Hasil Pengamatan Uji Respirasi Bakteri Selulolitik (Anak panah 

hitam menunjukkan warna keruh pada permukaan media cair NB yang 

menandakan respirasi bakteri secara aerob), (b) Hasil Pengamatan Uji 

Respirasi Bakteri Selulolitik yang Diperbesar. 

 

Hasil uji respirasi aerob pada bakteri selulolitik berkaitan dengan reaksi 

positif dari uji katalase. Hidrogen peroksida terbentuk pada saat metabolisme 

aerob, mikroorganisme yang tumbuh di lingkungan aerob dapat menguraikan zat 

toksik tersebut dengan enzim katalase (Rakhmawati, 2015). Hidrogen peroksida 

bersifat toksik terhadap bakteri karena dapat menginaktifkan enzim dalam sel 

(Nurhidayati dkk., 2015). 

Bakteri yang telah diamati secara makroskopis, mikroskopis dan biokimia, 

selanjutnya diidentifikasi menggunakan buku identifikasi Bergey’s Manual of 

Systemic Bacteriology, Seventh Edition untuk mengetahui genus bakteri selulolitik 

yang telah diisolasi. Berdasarkan hasil identifikasi Bergeys, didapatkan lima 

genus bakteri yaitu Bacillus, Alteromonas, Azotobacter, Cellulomonas, dan 

Micrococcus (Tabel 4.2). 
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Tabel 4.2 Hasil Identifikasi Bakteri Selulolitik 

 

No Genus Bentuk Sel 
Jenis 

Gram 

Jenis 

Katalase 

Jenis 

Respirasi 
Isolat 

1 Bacillus Bacil + + Aerob 

VC1, VC2, 

VC3, dan 

VC5 

2 Alteromonas Coccobacil - + Aerob VC4 

3 Azotobacter Bacil - + Aerob VC6 

4 Celullomonas Coccobacil + + Aerob 
VC7 dan 

VC9 

5 Micrococcus Coccus + + Aerob VC8 

 

Isolat VC1, VC2, VC3, dan VC5 memiliki kemiripan karakteristik dengan 

genus Bacillus. Bacillus yang memiliki bentuk sel bacil juga memiliki aktivitas 

degradasi selulosa yang tinggi dan mendominasi rhizosfer sebanyak 45% (Breed 

dkk., 1957; Biswas dkk., 2020). Suhu optimal pertumbuhan Bacillus yaitu 28-

35°C dengan pH 7-11 (Puspita dkk., 2017; Zahidah & Shovitri, 2013).  

Isolat VC4 memiliki kemiripan karakteristik dengan genus Alteromonas. 

Menurut penelitian Supriyati (2009), genus ini dapat tumbuh pada kisaran suhu 

30-35°C dengan pH 6-10. Sedangkan isolat VC6 memiliki kemiripan karakteristik 

dengan genus Azotobacter. Menurut Kaburuan dkk. (2014), genus Azotobacter 

memiliki koloni berwarna putih. Suhu optimal pertumbuhan Azotobacter yaitu 20-

40°C dengan pH 5-8 (Imron & Purwanti, 2016). 

Sementara itu, isolat VC7 dan VC9 memiliki kemiripan karakteristik dengan 

genus Celullomonas. Genus Celullomonas tersebar di dalam tanah yang berperan 

dalam mensekresikan enzim selulase (Karina, 2016). Menurut Pramono dkk. 

(2021), bakteri genus Celullomonas memiliki koloni berwarna kuning. Genus 
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Celullomonas dapat tumbuh pada kisaran suhu 25-35°C dengan pH 5-9 (Yadav 

dkk., 2023).  

Isolat VC8 memiliki kemiripan karakteristik dengan genus Microccus. 

Genus ini juga banyak ditemukan di lapisan akar tanaman (Marista dkk., 2013). 

Microccus dapat tumbuh secara optimum pada suhu 25-37
o
C. Berdasarkan hasil 

pengukuran pada lokasi pengambilan sampel, didapatkan rata-rata suhu sebesar 

35°C dan pH sebesar 7. Hal tersebut menunjukkan bahwa pertumbuhan seluruh 

isolat masih dalam rentang suhu dan pH optimum pertumbuhan masing-masing 

genus yang ditemukan. 

4.2 Aktivitas Selulolitik pada Bakteri 

Untuk melihat kemampuan bakteri dalam mendegradasi selulosa, perlu 

dilakukan uji aktivitas selulolitik pada masing-masing isolat. Hasil uji aktivitas 

selulolitik ditunjukkan pada Gambar 4.5. 

 

 

 

 

(a) (b) 

 

Gambar 4.5 (a) Hasil Pengukuran Aktivitas Selulolitik (Anak panah merah dan 

lingkaran merah menunjukkan zona bening yang terbentuk, anak 
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panah hitam menunjukkan koloni bakteri), (b) Hasil Pengukuran 

Aktivitas Selulolitik yang Diperbesar. 

Isolat merupakan positif bakteri selulolitik jika membentuk zona bening di 

sekitar koloni bakteri. Zona bening muncul karena adanya reaksi antara congo red 

dengan ikatan β-1,4-glikosidik dalam selulosa. Selulosa dapat terdegradasi karena 

adanya aktivitas enzim yang diproduksi oleh bakteri (Nababan dkk, 

2019).Pembilasan sisa congo red menggunakan NaCl akan melunturkan congo 

red yang mengandung turunan selulase yang terdegradasi seperti selobiosa, 

selodekstrin, dan glukosa karena congo red tidak berikatan kuat sehingga zona 

bening akan terlihat. 

Menurut Murtiyaningsih & Hazmi (2017), media CMC mengandung 

polisakarida, warna merah setelah pemberian congo red 0,1% yang ada di sekitar 

zona bening merupakan selulosa yang tidak terdegradasi oleh bakteri. Warna 

kehitaman yang muncul merupakan sisa selulosa yang tidak terdegradasi sehingga 

membentuk kompleks selulosa-iodin. Hasil uji aktivitas selulolitik menunjukkan 

bahwa semua isolat bakteri mampu mendegradasi selulosa yang terkandung dalam 

media CMC (Tabel 4.3). 

 

Tabel 4.3 Indeks Selulolitik dari Sembilan Isolat Hasil Isolasi 

Kode Isolat 
Diameter Koloni 

(mm) 

Diameter Zona 

Bening (mm) 
Indeks Selulolitik 

Kategori 

Indeks 

Selulolitik*) 

VC1 4,4 10,9 1,47 Sedang 

VC2 4,2 22,1 4,2 Tinggi 

VC3 4,9 7,1 0,4 Rendah 

VC4 4,32 8,3 0,9 Rendah 

VC5 4,8 9,82 1,04 Sedang 

VC6 4,4 5,4 0,2 Rendah 
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VC7 4,96 5,9 0,18 Rendah 

VC8 4,8 6,9 0,4 Rendah 

VC9 4,1 5,04 0,2 Rendah 
Keterangan*): Tinggi (nilai ≥2); Sedang (nilai 1-2); Rendah (nilai ≤ 1) 

Indeks selulolitik (IS) yang ditemukan termasuk kategori rendah hingga 

tinggi karena IS bernilai ≤1 hingga ≥2. Isolat dengan kode VC3, VC4, VC6, VC7, 

VC8, dan VC9 memiliki indeks selulolitik yang rendah karena bernilai ≤ 1. Isolat 

dengan kode VC1 dan VC5 memiliki indeks selulolitik sedang karena bernilai 1-

2. Indeks selulolitik tertinggi yang didapatkan dari penelitian ini mencapai 4,2 

pada isolat VC2. IS dikatakan tinggi jika memiliki nilai ≥2. Hal ini menunjukkan 

bahwa isolat VC2 yang ditemukan pada rhizosfer tanaman jati dan tanaman 

nyamplung merupakan isolat dengan indeks selulolitik tinggi. Isolat VC2 

merupakan isolat yang memiliki kemiripan karakteristik dengan genus Bacillus. 

Bacillus diduga memiliki kemampuan yang lebih baik dalam mengurai bahan 

organik dalam tanah. 

Isolat bakteri selulolitik menghasilkan diameter zona bening yang berbeda-

beda karena disebabkan oleh beberapa faktor, seperti adanya perbedaan ukuran 

koloni antara satu isolat dengan yang lain. Selain itu, adanya perbedaan pada 

kemampuan masing-masing isolat dalam menguraikan substrat di media CMC 

sebagai sumber karbon untuk pertumbuhannya (Batubara dkk., 2021). Semakin 

besar indeks selulolitik yang terbentuk, maka semakin tinggi aktivitas selulolitik 

yang dihasilkan oleh bakteri (Razie dkk., 2011). Menurut Alkahfi dkk. (2021), 

indeks selulolitik yang berbeda dapat disebabkan oleh mekanisme bakteri yang 

berbeda beda dalam mendegradasi selulosa pada media CMC. 



 
 

 

BAB V 

PENUTUP 

5.1 Kesimpulan 

Berdasarkan hasil penelitian terkait Eksplorasi Bakteri Selulolitik dari 

Lahan Bekas Tambang Batu Gamping Teknik Reklamasi Groove Planting System 

Pasca Aplikasi Vermicomposting, dapat disimpulkan bahwa:  

1. Terdapat lima genus bakteri selulolitik yang ditemukan, yaitu Bacillus, 

Alteromonas, Azotobacter, Cellulomonas, dan Micrococcus. 

2. Genus Bacillus (4 isolat) memiliki karakteristik gram positif, bentuk sel bacil, 

katalase positif, respirasi aerob; genus Alteromonas (1 isolat) memiliki 

karakteristik gram negatif, bentuk sel coccobacil, katalase positif, dan 

respirasi aerob; genus Azotobacter (1 isolat) memiliki karakteristik gram 

negatif, bentuk sel bacil, katalase positif, dan respirasi aerob; genus 

Cellulomonas (2 isolat) memiliki karakteristik gram positif, bentuk sel 

coccobacil, katalase positif, dan respirasi aerob; dan genus Micrococcus (1 

isolat) memiliki karakteristik bentuk sel coccus, gram positif, katalase positif, 

dan respirasi aerob. 

3. Indeks selulolitik dari lahan bekas tambang batu gamping teknik reklamasi 

GPS pasca aplikasi vermicomposting di PT. Semen Indonesia (Persero) Tbk. 

Pabrik Tuban sebesar 0,2 hingga 4,2 yang terbagi dalam kategori rendah (0,2-

0,9) sebanyak 6 isolat (VC3, VC4, VC6, VC7, VC8, dan VC9), kategori 

sedang (1,04-1,47) sebanyak 2 isolat (VC1 dan VC5), dan kategori tinggi 

(4,2) yaitu isolat VC2 yang mempunyai kemiripan dengan genus Bacillus. 
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5.2 Saran 

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, diharapkan adanya 

penelitian lanjutan untuk identifikasi molekuler dan karakterisasi enzim selulase 

khususnya pada isolat VC2 agar pengembangan dan pemanfaatan bakteri 

selulolitik tersebut menjadi lebih maksimal dan dapat dimanfaatkan secara 

berkelanjutan di masa depan.  
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Lampiran 1. Dokumentasi Alat dan Bahan 

 

    
Nutrient Broth Yeast Extract NaCl 1M Magnesium Sulfat 

    

    
Congo Red CaCl22H2O Amonium Sulfat Dikalium Fosfat 

    

    
H₂O₂ Agar Powder Sodium Chloride Kristal Violet 

    

    
Lugol Aceton Alkohol Safranin CMC Teknis 
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(Lanjutan) 

 

 

    
Erlenmeyer Beaker glass Gelas Ukur Cawan Petri 

    

    
Tabung Reaksi & 

Rak 

Spirtus Soil Tester Termometer 

    

    
Pengaduk Jarum Ose Pipet Tetes Jangka Sorong 

    

    
Object Glass Cover Glass Sarung Tangan 

Lateks 

Sarung Tangan 

Kain 
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(Lanjutan) 

 

    
Kapas Tisu Ziplock Kertas Coklat 

    

    
Kertas label Sekop  Cling wrap  Alumunium foil  

    

    
Timbangan 

Analitik  

Hot Plate  Vortex  Inkubator  

    

   

 

LAF  Autoclave  Mikroskop  
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Lampiran 2. Dokumentasi Lokasi Pengambilan Sampel 
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Lampiran 3. Dokumentasi Penelitian 

    

Pengambilan 

Sampel 

Pengukuran pH & 

kelembaban tanah 

Pengompositan 

Sampel 

Pembuatan Media 

CMC 

    

    

Preparasi Alat & 

Bahan 

Sterilisasi Alat & 

Bahan 

Pengenceran 

Bertingkat 
Isolasi Bakteri 

    

    

Purifikasi Isolat Pewarnaan Gram 
Pengamatan 

Mikroskopis 

Uji Aktivitas 

Selulolitik 
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Lampiran 4. Dokumentasi Hasil Isolasi Bakteri 

   

Isolat VC1 Isolat VC2 Isolat VC3 

   

   

Isolat VC4 Isolat VC5 Isolat VC6 

   

    

Isolat VC7 Isolat VC8 Isolat VC9 

   

Keterangan : anak panah menunjukkan koloni bakteri yang tumbuh pada media 

CMC.  
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Lampiran 5. Dokumentasi Hasil Uji Katalase 

   

Isolat VC1 Isolat VC2 Isolat VC3 

   

   

Isolat VC4 Isolat VC5 Isolat VC6 

   

   

Isolat VC7 Isolat VC8 Isolat VC9 

 

 

Keterangan : anak panah menunjukkan gelembung gas yang menandakan reaksi 

positif dari uji katalase. 
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Lampiran 6. Dokumentasi Hasil Uji Respirasi 

 

   
Isolat VC1 Isolat VC2 Isolat VC3 

   

   
Isolat VC4 Isolat VC5 Isolat VC6 

   

   
Isolat VC7 Isolat VC8 Isolat VC9 

   

   

Keterangan : anak panah menunjukkan warna keruh pada permukaan media cair 

NB yang menandakan respirasi bakteri secara aerob. 
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Lampiran 7. Dokumentasi Hasil Pengamatan Mikroskopis 

 

   

Isolat VC1 Isolat VC2  Isolat VC3 

(Gram positif dengan 

bentuk sel bacil) 

(Gram positif dengan 

bentuk sel bacil) 

(Gram positif dengan 

bentuk sel bacil) 

   

Isolat VC4 Isolat VC5 Isolat VC6 

(Gram negatif dengan 

bentuk sel coccobacil) 

(Gram positif dengan 

bentuk sel bacil) 

(Gram negatif dengan 

bentuk sel bacil) 

   

Isolat VC7 Isolat VC8 Isolat VC9 

(Gram positif dengan 

bentuk sel coccobacil) 

(Gram positif dengan 

bentuk sel coccus) 

(Gram positif dengan 

bentuk sel coccobacil) 
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Lampiran 8. Dokumentasi Hasil Pengukuran Aktivitas Selulolitik 

 

   

Isolat VC1 Isolat VC2 Isolat VC3 

   

   

Isolat VC4 Isolat VC5 Isolat VC6 

   

   

Isolat VC7 Isolat VC8 Isolat VC9 

 

 

Keterangan: Ujung jangka sorong menunjukkan diameter zona bening setelah uji 

aktivitas selulolitik.  
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Lampiran 9. Surat Izin Penelitian 
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Lampiran 10. Surat Pemberian Izin Pemakaian Laboratorium Biologi 
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(Lanjutan) 
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Lampiran 11. Surat Keterangan Telah Selesai Melakukan Penelitian 
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Lampiran 12. Kartu Bimbingan Skripsi 
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Lampiran 13. Daftar Riwayat Hidup 

 

DAFTAR RIWAYAT HIDUP 

 

 

A. Identitas Penulis 

 

Nama Lengkap : Hana Dwi Andayani 

NPM : 1513200003 

Alamat : Jl. Mojopahit Gg. Barokah, 

Kelurahan Karang, 

Kecamatan Semanding, 

Kabupaten Tuban. 

Tempat, Tanggal Lahir : Tuban, 3 Juni 2000 

Nama Orang Tua : 

a. Ayah : Djoko Mulyono 

b. Ibu : Trimurni 

Judul Skripsi :Eksplorasi Bakteri Selulolitik 

dari Lahan Bekas Tambang 

Batu Gamping Teknik 

Reklamasi Groove Planting 

System Pasca Aplikasi 

Vermicomposting 

 

 

B. Riwayat Pendidikan 

Tahun Lulus Jenjang Nama Sekolah 

2013 SD SDN Kebonsari 1 Tuban 

2016 SMP SMPN 1 Tuban 

2019 SMA SMAN 1 Tuban 

 

C. Pengalaman Penelitian 

No. Tahun Judul Peran/Posisi 

1 2021 

Optimization of the Utilization of 3B 

Bukersiracang as an Alternative 

Natural Purifier of Batik Color Waste 

Anggota Keempat 

2 2022 

Potensi Sabut Siwalan (Borassus 

flabellifer) dan Ekstrak Serai 

(Cymbopogon citratus) sebagai Air 

Freshener dalam Mengurangi 
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3 2022 
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Kuniran Dan Ikan Tongkol Asap Di 
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Potensi Air Freshener Berbasis 
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Bakteri Udara 
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GFCC (Glacilaria Floating Cage 

Culture) sebagai Dasar 
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Pasca Tambang Tanah Liat 
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Produksi Biourin Sapi dengan 

Penambahan Akar Tanaman 

Leguminosa sebagai Pupuk Organik 
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1 2021 
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G. Prestasi 

No. Tahun Nama Kegiatan Posisi 

1 2021 
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2 2022 
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3 2022 
PKM-K PORSENASMA IV oleh PB 

PGRI Pusat 
Peraih Juara II 

4 2023 

Program Kreativitas Mahasiswa 

(PKM) Bidang PKM-RE oleh 

Direktorat Pembelajaran dan 

Kemahasiswaan (Belmawa) 

Peraih Pendanaan 



63 
 

 
 

5 
2023 

Duta Kampus Universitas PGRI 
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serta Pariwisata Kabupaten Tuban 

Finalis 

10 2024 

Program Kreativitas Mahasiswa 

(PKM) Bidang PKM-AI oleh 

Direktorat Pembelajaran dan 

Kemahasiswaan (Belmawa) 

Peraih Insentif 

 

Semua data yang saya isikan dan tercantum dalam biodata ini adalah benar 

dan dapat dipertanggungjawabkan secara hukum. Apalagi di kemudian hari 

ternyata dijumpai ketidaksesuaian dengan kenyataan, saya sanggup menerima 

sanksi. 

Demikian biodata ini saya buat dengan sebenar-benarnya untuk memenuhi 

salah satu kelengkapan laporan skripsi. 

 

Tuban, 31 Juli 2024 

 

 

Hana Dwi Andayani 

 

 


