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RINGKASAN 

Isolasi, Identifikasi, dan Uji Aktivitas Proteolitik Rizobakteri dari Tanaman 

Kopi Robusta (Coffea canephora) yang Terserang Nematoda serta 

Pemanfaatannya sebagai Buku Nonteks; Siti Rosida, 140210103019; 2018; 100 

halaman; Program Studi Pendidikan Biologi; Jurusan Pendidikan MIPA, Fakultas 

Keguruan dan Ilmu Pendidikan Universitas Jember. 
 

Jenis kopi yang umum diperdagangkan di Indonesia yaitu kopi arabika dan 

robusta. Peningkatan produksi kopi menyebabkan terjadinya perubahan dalam 

ekosistem tanah, hal tersebut menjadi sangat menguntungkan bagi perkembangan 

populasi hama dan penyakit pada kopi. Salah satu hama yang sering dijumpai 

yaitu nematoda Pratylenchus coffeae. Populasi dari nematoda ini dapat meningkat 

ataupun menurun karena dipengaruhi oleh faktor lingkungan hidup yaitu 

lingkungan rizosfer. Rizosfer merupakan zona tanah berukuran sekitar 1 mm yang 

mengelilingi seluruh permukaan akar. 

Rizobakteri merupakan bakteri yang hidup secara saprofit di rizosfer dan 

berperan aktif dalam siklus mineral, pemacu pertumbuhan tanaman, serta dapat 

berperan sebagai agen biokontrol terhadap penyakit tanaman. Tujuan penelitian 

ini yaitu mengidentifikasi spesies/genus rizobakteri yang berhasil diisolasi dari 

tanaman kopi robusta (Coffea canephora) yang terserang nematoda Pratylenchus 

coffeae, mengetahui spesies/genus rizobakteri yang berpotensi sebagai agen 

pengendali hayati melalui uji aktivitas proteolitik, serta menghasilkan buku 

nonteks yang tervalidasi dan berisi tentang hasil penelitian. 

Penelitian telah dilakukan di Perkebunan Kali Bendo, Kabupaten 

Banyuwangi, dan di Laboratorium Mikrobiologi, FMIPA Universitas Jember. 

Penelitian ini dilakukan pada bulan 12 Februari sampai 30 Maret 2018, serta 

penelitian ini merupakan penelitian deskriptif eksploratif. Pada penentuan lokasi 

penelitian menggunakan teknik purposive sampling, sedangkan pada tahap 

pengambilan sampel tanah menggunakan teknik random sampling. 

Tahapan penelitian ini berupa isolasi bakteri, identifikasi bakteri, uji 

aktivitas proteolitik, serta penyusunan buku nonteks. Tahap isolasi bertujuan 

untuk mendapatkan isolat bakteri murni. Pada tahap isolasi bakteri ini yaitu 
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melakukan purifikasi pada bakteri yang memiliki karakter morfologi yang 

berbeda antara satu dengan yang lain. Kemudian melakukan proses identifikasi 

yang meliputi pengamatan morfologi, fisiologi, dan biokimia terhadap isolat 

bakteri murni. Selanjutnya melakukan identifikasi terhadap isolat bakteri tersebut. 

Identifikasi dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi, Fakultas MIPA, Universitas 

Jember. Pada tahap identifikasi ini bertujuan untuk mengetahui karakter dari 

masing-masing bakteri sehingga dapat menentukan genus/spesies islolat bakteri 

tersebut. 

Hasil penelitian pada lahan kopi robusta (Coffea canephora) yang terserang 

nematoda P. coffeae ditemukan 8 isolat rizobakteri yaitu 3 bakteri dari genus 

Bacillus (Bacillus sp. dengan kode isolat 3R, Bacillus sp. dengan kode isolat G20, 

dan Bacillus sp. dengan kode isolat I13), 1 bakteri dari genus Micrococcus 

(Micrococcus sp. dengan kode isolat L20), 2 bakteri dari genus Acinetobacter 

(Acinetobacter sp. dengan kode isolat 4R dan Acinetobacter sp. dengan kode 

isolat C13) dan 2 bakteri dari genus Pseudomonas (Pseudomonas sp. dengan kode 

isolat M20 dan Pseudomonas sp. dengan kode isolat A13). 

Hasil uji potensi rizobakteri sebagai agen pengendali hayati dengan 

melakukan uji aktivitas proteolitik yaitu terdapat 5 jenis bakteri yang 

menunjukkan adanya aktivitas proteolitik yang di hasilkan, yaitu 3 bakteri dari 

genus Bacillus (Bacillus sp. dengan kode isolat 3R, Bacillus sp. dengan kode 

isolat G20, Bacillus sp. dengan kode isolat I13) dan 2 bakteri dari genus 

Pseudomonas (Pseudomonas sp. dengan kode isolat M20, dan Pseudomonas sp. 

dengan kode isolat A13). 

Penelitian ini juga menghasilkan sebuah produk buku nonteks yaitu berjudul 

“Rizobakteri Tanaman Kopi sebagai Agen Pengendali Hayati”. Untuk memenuhi 

syarat penyusunan buku, maka dilakukan validasi oleh validator yang meliputi 2 

orang validator ahli yaitu ahli materi dan ahli media, serta 1 orang masyarakat 

pengguna. Berdasarkan hasil validasi oleh validator tersebut, diperoleh rata-rata 

skor sebesar 55,67 dengan rata-rata nilai validasi sebesar 83,33% yang 

menunjukkan bahwa buku nonteks yang telah disusun layak atau tervalidasi untuk 

dijadikan sebagai media informasi bagi masyarakat. 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

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


x 
 

PRAKATA 

 

Puji syukur kehadirat Allah SWT. atas segala rahmat dan hidayah-Nya 

sehingga penulis dapat menyelesaikan skripsi yang berjudul: Isolasi, Identifikasi 

dan Uji Aktivitas Proteolitik Rizobakteri dari Tanaman Kopi Robusta (Coffea 

canephora) yang Terserang Nematoda Serta Pemanfaatannya Sebagai Buku 

Nonteks”. Skripsi ini disusun guna memenuhi salah satu syarat dalam 

menyelesaikan pendidikan strata 1 (S1) Program Studi Pendidikan Biologi, 

Jurusan Pendidikan MIPA, Fakultas Keguruan dan Ilmu Pendidikan, Universitas 

Jember. 

Penyusunan skrisi ini tidak lepas dari bantuan berbagai pihak. Oleh karena 

itu, penulis menyampaikan terimakasih kepada: 

1. Prof. Drs. Dafik, M.Sc., Ph.D., selaku Dekan Fakultas Keguruan dan Ilmu 

Pendidikan Universitas Jember, 

2. Dr. Dwi Wahyuni, M.Kes., selaku Ketua Jurusan Pendidikan MIPA Fakultas 

Keguruan dan Ilmu Pendidikan Universitas Jember, 

3. Dr. Iis Nur Asyiah, S.P., M.P., selaku Ketua Program Studi Pendidikan 

Biologi FKIP Universitas Jember, dan selaku Dosen Pembimbing Utama 

yang telah membimbing, meluangkan waktu, pikiran dan perhatian dalam 

penulisan skripsi ini, 

4. Dr. Ir. Imam Mudakir, M.Si., selaku Dosen Pembimbing Anggota yang telah 

membimbing, meluangkan waktu, pikiran dan perhatian dalam penulisan 

skripsi ini, 

5. Dra. Pujiastuti, M.Si., selaku Dosen Penguji Utama yang telah menguji dan 

memberikan saran dalam penulisan skripsi ini, 

6. Siti Murdiyah, S.Pd., M.Pd. selaku Dosen Penguji Anggota yang telah 

menguji dan memberikan saran dalam penulisan skripsi ini, 

7. Mochammad Iqbal, S.Pd., M.Pd., selaku validator ahli materi produk buku 

nonteks yang telah disusun, 

8. Ika Lia Novenda, S.Pd., M.Pd., selaku validator ahli media produk buku 

nonteks yang telah disusun, 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

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


xi 
 

9. Seluruh Bapak/Ibu Dosen Program Studi Pendidikan Biologi FKIP 

Universitas Jember, atas semua bimbingan dan ilmu yang diberikan, 

10. Pihak Perkebunan Kali Bendo, Kabupaten Banyuwangi yang telah turut 

membantu dalam proses kegiatan pada pengambilan sampel di kebun, 

11. Endang Soesetyaningsih, selaku Teknisi Laboratorium Mikrobiologi Fakultas 

MIPA yang telah membantu dalam proses isolasi dan identifikasi rizobakteri, 

12. Ayahanda Raqib dan Ibunda Sulasmi, serta saudaraku Siti Maisaroh, dan 

kakak ipar Ma’ruf atas dukungan dan doanya, 

13. Ellena Fransina Leonor Lilipaly, Aditya Tanjung Yulitasary, Dita Paramytha, 

Faizah Firdaus, dan Devi Alvionita yang telah saling membantu, saling 

memberikan semangat dan memotivasi, 

14. Seluruh teman-teman angkatan 2014 Program Studi Pendidikan Biologi FKIP 

Universitas Jember yang telah memberikan semangat. 

15. Semua pihak yang tidak dapat disebutkan satu per satu. 

Penulis berharap semoga skripsi ini dapat bermanfaat bagi masyarakat. 

 

 

          Jember, Juli 2018 

 

 

 

         Penulis 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

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


xii 
 

DAFTAR ISI 

Halaman 

HALAMAN SAMPUL ....................................................................................... i 

HALAMAN JUDUL ......................................................................................... ii 

HALAMAN PERSEMBAHAN ...................................................................... iii 

MOTTO ............................................................................................................ iv 

PERNYATAAN ................................................................................................. v 

PERSETUJUAN ............................................................................................... vi 

PENGESAHAN ............................................................................................... vii 

RINGKASAN ................................................................................................. viii 

PRAKATA ......................................................................................................... x 

DAFTAR ISI .................................................................................................... xii 

DAFTAR TABEL ........................................................................................... xv 

DAFTAR GAMBAR ...................................................................................... xvi 

DAFTAR LAMPIRAN ................................................................................. xvii 

BAB 1. PENDAHULUAN ................................................................................ 1 

1.1 Latar Belakang ................................................................................. 1 

1.2 Rumusan Masalah ............................................................................ 3 

1.3 Batasan Masalah ............................................................................... 4 

1.4 Tujuan Penelitian ............................................................................. 4 

1.5 Manfaat Penelitian ........................................................................... 5 

BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA ....................................................................... 6 

2.1 Kopi Robusta (Coffea canephora) ................................................... 6 

2.1.1 Deskripsi Tanaman Kopi Robusta (Coffea canephora) ............ 6 

2.1.2 Klasifikasi Tanaman Kopi Robusta (Coffea canephora) .......... 6 

2.1.3 Morfologi Tanaman Kopi Robusta (Coffea canephora) ........... 6 

2.2 Nematoda Pratylenchus coffeae ....................................................... 7 

2.2.1 Biologi Pratylenchus coffeae .................................................... 7 

2.2.2 Klasifikasi Pratylenchus coffeae ............................................... 8 

2.2.3 Gejala Serangan Nematoda Pratylenchus coffeae ..................... 8 

2.3 Rizosfer .............................................................................................. 8 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

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


xiii 
 

2.4 Rizobakteri ........................................................................................ 9 

2.4.1 Definisi Rizobakteri ................................................................... 9 

2.4.2 Morfologi Rizobakteri ............................................................. 10 

2.4.3 Peranan Rizobakteri ................................................................. 11 

2.5 Isolasi dan Identifikasi Bakteri ..................................................... 13 

2.6 Uji Aktivitas Proteolitik ................................................................. 14 

2.7 Buku Nonteks .................................................................................. 14 

2.8 Kerangka Berpikir ......................................................................... 17 

BAB 3. METODE PENELITIAN .................................................................. 18 

3.1 Jenis Penelitian ............................................................................... 18 

3.2 Tempat dan Waktu Penelitian ...................................................... 18 

3.2.1 Tempat Penelitian .................................................................... 18 

3.2.2 Waktu Penelitian ..................................................................... 18 

3.3 Alat dan Bahan ............................................................................... 18 

3.3.1 Alat Penelitian ......................................................................... 18 

3.3.2 Bahan Penelitian ...................................................................... 19 

3.4 Populasi dan Sampel Penelitian .................................................... 19 

3.4.1 Populasi Penelitian .................................................................. 19 

3.4.2 Sampel Penelitian .................................................................... 19 

3.5 Definisi Operasional ....................................................................... 19 

3.6 Desain Penelitian ............................................................................ 20 

3.6.1 Penentuan Lokasi Penelitian .................................................... 20 

3.6.2 Teknik Pengambilan Sampel ................................................... 21 

3.7 Prosedur Penelitian ........................................................................ 22 

3.7.1 Persiapan Alat dan Bahan ........................................................ 22 

3.7.2 Sterilisasi Alat dan Bahan........................................................ 22 

3.7.3 Isolasi Bakteri .......................................................................... 22 

3.7.4 Peremajaan Isolat Bakteri ........................................................ 22 

3.7.5 Identifikasi Bakteri .................................................................. 23 

3.7.6 Identifikasi Bakteri Secara Manual ......................................... 28 

3.7.7 Uji Aktivitas Proteolitik .......................................................... 29 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

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


xiv 
 

3.8 Penyusunan Buku Nonteks ............................................................ 29 

3.8.1 Pembuatan Buku Nonteks ....................................................... 29 

3.8.2 Uji Validasi Buku Nonteks ...................................................... 29 

3.9 Analisis Data ................................................................................... 30 

3.9.1 Uji Aktivitas Proteolitik .......................................................... 30 

3.9.2 Buku Nonteks .......................................................................... 30 

3.10 Alur Penelitian ................................................................................ 31 

BAB 4. HASIL DAN PEMBAHASAN .......................................................... 32 

4.1 Hasil Penelitian ............................................................................... 32 

4.1.1 Hasil Isolasi dan Identifikasi ................................................... 32 

4.1.2 Hasil Uji Aktivitas Proteolitik ................................................. 35 

4.1.3 Hasil Validasi Buku Nonteks .................................................. 37 

4.2 Pembahasan .................................................................................... 38 

4.2.1 Isolasi dan Identifikasi Bakteri ................................................ 38 

4.2.2 Karakteristik Masing-Masing Genus dan Spesies Bakteri ...... 39 

4.2.3 Uji Aktivitas Proteolitik Rizobakteri ....................................... 44 

4.2.4 Buku Nonteks .......................................................................... 45 

BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN .......................................................... 47 

5.1 Kesimpulan ..................................................................................... 47 

5.2 Saran ................................................................................................ 47 

DAFTAR PUSTAKA ...................................................................................... 49 

LAMPIRAN ..................................................................................................... 55 

 

 

 

 

 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

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


xv 
 

DAFTAR TABEL 

Halaman 

3.1 Kualifikasi Kelayakan Buku Nonteks ..........................................................30 

4.1  Hasil Spesies Rizobakteri yang Ditemukan .................................................33 

4.2  Hasil Uji Aktivitas Proteolitik ......................................................................35 

4.3  Hasil Validasi Buku Nonteks .......................................................................37 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

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


xvi 
 

 

DAFTAR GAMBAR 

Halaman 

2.1 Tanaman Kopi Robusta (Coffea canephora) ................................................ 7 

2.2 Nematoda Pratylenchus coffeae .................................................................... 7 

2.3 Kerangka Berpikir ....................................................................................... 17 

3.1 Peta Lokasi Perkebunan Kali Bendo, Kabupaten Banyuwangi .................. 20 

3.2 Desain Uji Aktivitas Proteolitik .................................................................. 21 

3.3 Skema Alur Penelitian................................................................................. 31 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

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


xvii 
 

 

DAFTAR LAMPIRAN 

Halaman 

A. Matriks Penelitian ...................................................................................... 55 

B. Angket Analisis Kebutuhan Buku Nonteks ............................................. 57 

C. Hasil Validasi .............................................................................................. 59 

      C.1 Hasil Validasi Buku Nonteks Oleh Ahli Media ..................................... 59 

      C.2 Hasil Validasi Buku Nonteks Oleh Ahli Materi ..................................... 62 

      C.3 Hasil Validasi Buku Nonteks Oleh Pengguna ........................................ 65 

D. Isolasi Bakteri ............................................................................................. 70 

E. Hasil Identifikasi Bakteri .......................................................................... 72 

E.1 Hasil Identifikasi Rizobakteri Kode Isolat 3R ....................................... 72 

E.2 Hasil Identifikasi Rizobakteri Kode Isolat 4R ....................................... 73 

E.3 Hasil Identifikasi Rizobakteri Kode Isolat L20 ..................................... 74 

E.4 Hasil Identifikasi Rizobakteri Kode Isolat G20 .................................... 75 

E.5 Hasil Identifikasi Rizobakteri Kode Isolat M20 .................................... 76 

E.6Hasil Identifikasi Rizobakteri Kode Isolat A13 ..................................... 77 

E.7 Hasil Identifikasi Rizobakteri Kode Isolat C13 ..................................... 78 

E.8 Hasil Identifikasi Rizobakteri Kode Isolat I13 ...................................... 79 

F. Surat Ijin Penelitian ................................................................................... 80 

G. Produk Buku Nonteks ............................................................................... 81 

H. Lembar Konsultasi Penyusunan Skripsi ................................................. 82 

H.1 Pembimbing Utama ............................................................................... 82 

H.2 Pembimbing Anggota............................................................................ 83 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

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


1 
 

BAB 1. PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang 

Indonesia memiliki 2 jenis kopi yang umum diperdagangkan, yaitu kopi 

arabika dan kopi robusta (Hartono, 2013). Mayoritas kopi produksi Indonesia 

yaitu jenis kopi robusta. Data dari Gabungan Eksportir Kopi Indonesia (GAEKI), 

kopi robusta memiliki komposisi sebesar 83% dari persentase keseluruhan total 

produksi kopi Indonesia dan sisanya 17% berupa kopi arabika (Eleonora, 2016). 

Data sentra produksi kopi robusta perkebunan rakyat di Indonesia rata-rata 

pada tahun 2012-2016 terpusat pada 5 provinsi yaitu Provinsi Sumatera Selatan, 

Provinsi Lampung, Provinsi Bengkulu, Provinsi Jawa Timur dan Provinsi 

Sumatera Barat, dengan kontribusi sebesar 74,13% terhadap produksi kopi 

robusta di Indonesia. Namun produktivitas kopi Indonesia menurun pada tahun 

2016 sebanyak 0,41% yaitu menjadi 722 kg/ha (Triyanti, 2016). 

Adanya peningkatan produksi kopi dengan skala yang semakin besar 

menyebabkan terjadinya perubahan dalam ekosistem tanah, dan hal tersebut 

menjadi sangat menguntungkan bagi perkembangan populasi hama dan penyakit 

pada kopi. Salah satu hama yang menyerang tanaman kopi adalah nematoda 

(Santosa, 2017). Nematoda merupakan salah satu jenis organisme pengganggu 

tanaman (OPT) yang menyerang berbagai jenis tanaman pertanian dan 

perkebunan di negara-negara tropis (Mustika, 2010). Nematoda parasit pada kopi 

yang sering dijumpai adalah dari genus Pratylenchus, yaitu Pratylenchus coffeae 

(Santosa, 2017). 

Pratylenchus coffeae merupakan nematoda endoparasitik yang berpindah, 

dan mempunyai kisaran inang yang luas. Nematoda ini juga merupakan salah satu 

nematoda yang paling membahayakan bagi tanaman kopi. Nematoda ini bergerak 

bebas di antara akar dan tanah atau disebut zona rizosfer. Gejala yang ditimbulkan 

yaitu adanya luka yang sempit dan memanjang pada permukaan akar (Dropkin, 

1996). Nematoda ini menyebabkan kerusakan akar pada tanaman kopi bahkan 

dapat menyebabkan kematian pada tanaman karena kerusakan pada akar yang 

terlalu parah. Hal tersebut dikarenakan persebaran P. coffeae sangat optimal, yaitu 
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berada pada kedalaman kurang dari 30 cm (Hulupi, 2007). Populasi dari nematoda 

parasit ini dapat meningkat ataupun menurun karena dipengaruhi oleh faktor 

lingkungan hidup tempat nematoda parasit. Faktor tersebut berupa faktor biologis 

yang meliputi adanya mikroba yang menguntungkan di lingkungan. Beberapa 

kelompok mikroba terutama bakteri dapat dimanfaatkan sebagai agen biokontrol. 

Kelimpahan bakteri menguntungkan tersebut terutama pada lingkungan rizosfer 

(Nawangsih dkk., 2014). 

Rizosfer merupakan zona tanah yang mengelilingi akar tanaman dimana 

sifat biologi dan sifat kimia tanah dipengaruhi oleh akar. Zona ini berukuran 

sekitar 1 mm yang mengelilingi seluruh permukaan akar (Kelly, 2005). Menurut 

Akbari et al. (2007) beberapa mikroba di daerah rizosfer  seperti  Azospirillum  

sp., Azotobacter sp., dan Enterobacter sp., dapat memberikan efek  

menguntungkan  bagi pertumbuhan tanaman. Tanaman menarik mikroba 

menguntungkan di daerah rizosfer dengan cara mengeluarkan  eksudat  akar  yang  

berperan sebagai sumber nutrisi bagi mikroba. Sedangkan mikroba mengeluarkan 

metabolit berupa senyawa-senyawa aktif (salah satunya fitohormon) yang 

digunakan oleh tanaman untuk pertumbuhan dan perkembangannya. Adanya 

eksudat akar tersebut yang menyebabkan populasi mikroba di daerah rizosfer jauh 

lebih tinggi daripada di tanah biasa. 

Hasil penelitian Asyiah et al, (2015), menunjukkan bahwa  bakteri Bacillus 

subtilis dan Pseudomonas diminuta berpegaruh secara nyata dalam menekan 

populasi nematoda terutama nematoda Pratylenchus coffeae.  Perlakuan dari B. 

subtilis dengan kepadatan 10
8
 cfu dapat menekan populasi nematoda sebesar 71,3 

% dan bakteri P. diminuta dengan kepadatan 2.10
8 

cfu mampu menekan populasi 

P.coffeae sebesar 64,2%. Penelitian sejenis oleh Wijayanti, dkk. (2017) 

menunjukkan bahwa Pseudomonas fluorescens, Bacillus subtilis, dan Azotobacter 

sp. yang berasal dari koleksi Laboratorium Bakteriologi Jurusan Hama dan 

Penyakit Tumbuhan, Fakultas Pertanian, Universitas Brawijaya Malang mampu 

menekan populasi nematoda Meloidogyne spp. 

Hasil penelitian ini disebarluaskan melalui suatu media yaitu berupa buku 

nonteks. Berdasarkan hasil observasi dengan menyebarkan kuesioner pada 
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masyarakat umum terutama kalangan mahasiswa Universitas Jember dan petani 

kopi di daerah perkebunan Kali Bendo, Kabupaten Banyuwangi, Jawa Timur, 

diperoleh hasil bahwa 70% mahasiswa dan petani sampel menjawab tidak 

mengetahui daerah rizosfer dan adanya rizobakteri yang berpotensi sebagai agen 

pengendali hayati. Hal ini menunjukkan bahwa pengetahuan masyarakat umum 

terutama pada kalangan mahasiswa dan petani kopi mengenai daerah rizosfer dan 

bakteri di daerah rizosfer yang berpotensi sebagai agen pengendali hayati masih 

rendah atau kurang. Oleh karena itu, hasil penelitian ini disebarluaskan untuk 

memberikan pengetahuan kepada masyarakat terutama para petani. Salah satu 

media informasi yang mudah dimengerti oleh masyarakat khususnya para petani 

adalah buku nonteks.   

Buku nonteks merupakan buku pengayaan pengetahuan yang dapat 

digunakan oleh masyarakat umum, karena memiliki bentuk yang sederhana dan 

praktis serta berisi informasi yang mudah dimengerti oleh masyarakat dan dapat 

menambah wawasan bagi para pembacanya (Widyaningrum dkk, 2015). Buku 

nonteks yang disusun memuat informasi tentang hasil penelitian penulis yang 

disajikan dalam bentuk tulisan maupun gambar. Berdasarkan hal tersebut, maka 

dilakukan penelitian mengenai spesies/genus bakteri yang berasal dari rizosfer 

tanaman kopi robusta yang terserang nematoda P. coffeae yang berjudul “Isolasi, 

Identifikasi dan Uji Aktivitas Proteolitik Rizobakteri dari Tanaman Kopi Robusta 

(Coffea canephora) yang Terserang Nematoda Serta Pemanfaatannya Sebagai 

Buku Nonteks”.  

 

1.2 Rumusan Masalah 

Berdasarkan latar belakang yang telah dikemukakan di atas, maka dapat 

dirumuskan permasalahan sebagai berikut: 

a. Apa sajakah spesies/genus rizobakteri yang berhasil diisolasi dari lahan kopi 

robusta (Coffea canephora) yang terserang nematoda Pratylenchus coffeae? 

b. Manakah spesies/genus rizobakteri yang berpotensi sebagai agen pengendali 

hayati melalui uji proteolitik yang berhasil diisolasi dari lahan kopi robusta 

(Coffea canephora) yang terserang nematoda Pratylenchus coffeae? 
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c. Apakah buku nonteks mengenai “Isolasi, Identifikasi dan Uji Aktivitas 

Proteolitik Rizobakteri dari Tanaman Kopi Robusta (Coffea canephora) 

Terserang Nematoda” tervalidasi sebagai media informasi? 

 

1.3 Batasan Masalah 

Untuk mempermudah pembahasan dan mengurangi kerancuan dalam 

menafsirkan masalah dalam penelitian ini, maka perlu adanya batasan masalah 

sebagai berikut: 

a. Subjek penelitian adalah rizobakteri dari tanaman kopi robusta (Coffea 

canephora)  dan terserang nematoda Pratylenchus coffeae di perkebunan kopi 

Kali Bendo, Kecamatan Glagah, Kabupaten Banyuwangi. 

b. Medium yang digunakan untuk isolasi rizobakteri yaitu medium Nutrient 

Agar (NA) 

c. Buku panduan untuk identifikasi bakteri yang digunakan yaitu Buku Panduan 

Identifikasi Bakteri oleh Cowan dan Steel (1970) 

d. Uji potensi bakteri sebagai agen pengendali hayati yang dilakukan adalah uji 

aktivitas proteolitik. 

e. Buku nonteks yang dihasilkan dari penelitian ini berupa buku berukuran 14,8 

cm x 21 cm, memuat informasi tentang hasil penelitian penulis yang disajikan 

dalam bentuk tulisan maupun gambar. 

 

1.4 Tujuan Penelitian 

Berdasarkan rumusan masalah yang ada, maka tujuan penelitian ini yaitu: 

a. Mengidentifikasi spesies/genus rizobakteri yang berhasil diisolasi dari lahan 

kopi robusta (Coffea canephora) yang terserang nematoda Pratylenchus 

coffeae. 

b. Mengetahui spesies/genus rizobakteri yang berpotensi sebagai agen 

pengendali hayati melaui uji proteolitik yang berhasil diisolasi dari lahan kopi 

robusta (Coffea canephora) yang terserang nematoda Pratylenchus coffeae. 

c. Menghasilkan buku nonteks yang berisi hasil penelitian tentang “Isolasi, 

Identifikasi dan Uji Aktivitas Proteolitik Rizobakteri dari Tanaman Kopi 
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Robusta (Coffea canephora) yang Terserang Nematoda” yang tervalidasi 

sebagai media informasi. 

 

1.5 Manfaat Penelitian 

Adapun manfaat yang diperoleh dari penelitian ini yaitu: 

a. Bagi ilmu pengetahuan, dapat menambah wawasan keilmuan dan 

pengetahuan tentang keanekaragaman rizobakteri yang berhasil di isolasi dari 

tanaman kopi robusta (Coffea canephora) yang terserang nematoda 

Pratylenchus coffeae. 

b. Bagi peneliti, dapat mengaplikasikan ilmu pengetahuan yang telah di dapat 

selama berada pada bangku kuliah dan menjadi pengalaman tersendiri, serta 

dapat memperluas ilmu pengetahuan. 

c. Bagi peneliti lain, dapat digunakan sebagai bahan penelitian selanjutnya 

mengenai sumber agen pengendali hayati atau sebagai bahan perbandingan 

dan acuan untuk penelitian sejenis. 

d. Bagi masyarakat, dapat memberikan motivasi untuk memanfaatkan 

rizobakteri sebagai agen pengendali hayati. 
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA 

2.1 Kopi Robusta (Coffea canephora) 

2.1.1 Deskripsi Tanaman Kopi Robusta (Coffea canephora) 

Robusta berasal dari kata “robust” yang artinya kuat, sesuai dengan 

gambaran postur tubuh tumbuhan ini dan tingkat kekentalan yang kuat. Kopi 

robusta dapat tumbuh di dataran rendah, namun lokasi yang paling baik untuk 

membudidayakan tnaman ini yaitu pada ketinggian 400-800 meter dpl. Suhu 

optimal pertumbuhan kopi jenis ini yaitu berkisar antara 24-30
o
C dengan curah 

hujan 2000-3000 mm per tahun. Tanaman kopi ini akan berbuah pada umur 2,5 

tahun dan membutuhkan waktu kering 3-4 bulan. Tanaman ini menyukai tanah 

yang gembur dan kaya bahan organik. Tingkat keasaman tanah (pH) yang ideal 

yaitu 5,5-6,5 (Perdana, 2014). 

 

2.1.2 Klasifikasi Tanaman Kopi Robusta (Coffea canephora) 

Klasifikasi tanaman kopi Robusta (Coffea canephora) adalah sebagai 

berikut: 

Kingdom  : Plantae 

Division  : Tracheophyta 

Class   : Magnoliopsida 

Order   : Gentianales 

Family   : Rubiaceae 

Genus   : Coffea 

Spesies  : Coffea canephora Pierre ex A. Froehner       (ITIS, 2018). 

 

2.1.3 Morfologi Tanaman Kopi Robusta (Coffea canephora) 

Kopi robusta memiliki cabang reproduksi atau wiwilan yang tumbuh tegak 

lurus. Buah kopi jenis ini dihasilkan dari cabang primer yang tumbuh mendatar 

(Perdana, 2014). Daun berbentuk oval dengan ujung meruncing. Daun tumbuh 

berselang-seling pada bagian batang dan cabang. Sedangkan pada bagian ranting, 

daun tumbuh pada bidang yang sama. Ukuran buah kopi robusta lebih kecil dari 
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kopi arabika. Bentuk biji cenderung membulat dan berukuran lebih kecil daripada 

arabika (Risnandar, 2016). Tanaman kopi robusta dapat dilihat pada gambar 2.1. 

 

Gambar 2.1 Tanaman Kopi Robusta (Coffea canephora) (Yasland, 2017). 

2.1  

2.2 Nematoda Pratylenchus coffeae 

2.2.1 Biologi Pratylenchus coffeae 

Nematoda merupakan salah satu jenis organisme pengganggu tanaman 

(OPT) yang menyerang berbagai jenis tanaman pertanian dan perkebunan di 

negara-negara tropis. Nematoda yaitu berupa cacing halus yang hidup sebagai 

saprofit di dalam air dan tanah atau hidup sebagai parasit pada tanaman dan 

hewan (Mustika, 2010). Pratylenchus coffeae merupakan nematoda endoparasit 

yang berpindah dan mempunyai kisaran inang yang luas. Nematoda jenis ini 

sangat menyukai tanah yang bertekstur kasar atau tanah berpasir (Dropkin, 1996: 

130). Nematoda P. coffeae dapat dilihat pada gambar 2.2. 

 

Gambar 2.2 Nematoda Pratylenchus coffeae (Saputra, 2017). 
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2.2.2 Klasifikasi Pratylenchus coffeae 

Klasifikasi nematoda Pratylenchus coffeae dalam sistematika taksonomi 

hewan adalah sebagai berikut: 

Kingdom : Animalia 

Phylum : Nematoda 

Class  : Chromadorea 

Order  : Tylenchida 

Family  : Hoplolaimidae 

Genus  : Pratylenchus 

Species : Pratylenchus coffeae       (ITIS, 2018). 

 

2.2.3 Gejala Serangan Nematoda Pratylenchus coffeae 

Gejala serangan nematoda jenis ini di bawah permukaan tanah yaitu 

menyerang bagian korteks akar serabut yang aktif aktif dalam penyerapan hara 

dan air. Akibat serangan ini akar menjadi berwarna coklat, terdapat luka-luka 

nekrotik dan rusak. Luka-luka nekrotik tersebut akan meluas dan pada akhirnya 

seluruh serabut akar akan membusuk (Nugroharini, 2012). Gejala serangan 

nematoda jenis ini pada umumnya tidak terlalu spesifik. Tanaman  mengalami 

pertumbuhan terhambat, ukuran daun dan cabang primer mengecil sehingga 

nampak kerdil, daun yang telah tua berwarna kuning secara perlahan 

(Nugroharini, 2012).  

 

2.3 Rizosfer 

Rizosfer merupakan zona tanah yang mengelilingi akar tanaman dimana 

sifat biologi dan sifat kimia tanah dipengaruhi oleh akar. Zona ini berukuran 

sekitar 1 mm yang mengelilingi seluruh permukaan akar (Kelly, 2005). Pendapat 

lain mengatakan bahwa rizosfer adalah tanah disekitar akar tanaman yang secara 

langsung dipengaruhi oleh mikroba tanah  dan  eksudasi  perakaran  tanaman. 

Penyediaan  nutrisi  pada  tanaman  sangat dipengaruhi oleh komposisi mikroba di 

daerah rizosfer (Sukmadi, 2013). 
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Istilah rizosfer diperkenalkan pada tahun 1904 oleh Hiltner, seorang 

ilmuwan Jerman untuk menunjukkan bagian tanah yang dipengaruhi oleh 

perakaran tanaman. Rizosfer dicirikan oleh lebih banyaknya kegiatan 

mikrobiologis dibandingkan kegiatan di dalam tanah yang jauh dari perakaran 

tanaman. Intensitas kegiatan seperti ini tergantung dari panjangnya jarak tempuh 

yang dicapai eksudasi oleh sistem perakaran. Istilah ‘efek rizosfer’ menunjukkan 

pengaruh keseluruhan perakaran tanaman terhadap mikroba tanah. Jadi diketahui 

bahwa mikroba tanah seperti bakteri, jamur, dan actinomycetes lebih banyak 

terdapat dalam tanah rizosfer daripada tanah nonrizosfer (Rao, 1994). 

Rizosfer merupakan habitat yang sangat baik untuk pertumbuhan mikroba, 

karena perakaran tanaman menyediakan berbagai bahan organik yang umumnya 

mampu menstimulir pertumbuhan mikroba. Beberapa faktor yang dapat 

mempengaruhi adanya efek dari rizosfer yang menunjukkan pengaruh 

keseluruhan perakaran terhadap mikroorganisme tanah yaitu tipe tanah, 

kelembapan tanah, pH tanah, temperatur tanah, dan umur tanah. Keuntungan yang 

di peroleh dari adanya mikroba rizosfer yaitu: (a) mikroba dapat melarutkan dan 

menyediakan mineral seperti: N, P, Fe dan unsur lain; (b) mikroba dapat 

menghasilkan vitamin, asam amino, auxin dan giberelin yang mampu menstimulir 

pertumbuhan tanaman; (c) mikroba golongan patogenik mampu menghasilkan 

antibiotik (Octaviani, 2015). Beberapa genus bakteri seperti: Pseudomonas, 

Arthrobacter, Agrobacterium, Azotobacter, Mycobacterium, Flavobacterium, 

Cellulomonas, Micrococcus, dan lainnya dilaporkan memiliki jumlah yang 

banyak dalam rizosfer (Rao, 1994). 

 

2.4 Rizobakteri 

2.4.1 Definisi Rizobakteri 

Beberapa bakteri tanah hidup beberapa centimeter dari permukaan akar, 

kelompok bakteri tersebut disebut bakteri rhizosfer (rhizos= akar; fera= daerah). 

Jenis bakteri ini berperan aktif dalam siklus mineral, pemecahan kelupasan akar, 

dan hasil eksudasi akar, selain itu juga sebagai penambat nitrogen dari udara 

(Dropkin, 1996: 270). Elango et all (2013), menambahkan bahwa rizobakteri 
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merupakan bakteri yang hidup secara saprofit di daerah rizosfer atau daerah 

perakaran dan berperan sebagai pemacu pertumbuhan tanaman untuk 

meningkatkan produksi pertanian dan berperan sebagai agen biokontrol terhadap 

penyakit tanaman. 

Beberapa strain bakteri rizosfer merupakan bakteri Plant Growth Promotion 

Rhizobacteria (PGPR), karena dalam pengaplikasiannya dapat menstimulasi 

pertumbuhan dan meningkatkan daya tahan tanaman terhadap kondisi yang 

kurang menguntungkan (Bloemberg et all., 2001). 

 

2.4.2 Morfologi Bakteri Rizosfer 

Bakteri rizosfer yang umum ditemukan pada berbagai jenis tanaman seperti 

lada, cabai, padi, kacang tanah, karet dan kedelai yaitu dari genus Bacillus, 

Pseudomonas, Clostridium, dan Azotobacter (Abri et all, 2014; Sutariati, 2006; 

Sutariati, 2014; Whardika et all, 2014; Widawati, 2015). Morfologi dari masing-

masing genus adalah sebagai berikut: 

a. Genus Bacillus, berbentuk batang, anaerob, gram positif, tidak bergerak, 

berspora dan tersusun dalam bentuk rantai. Badan gemuk dan ujungnya 

membulat atau persegi. Jenis ini termasuk ke dalam jenis termofilik, 

psikrofilik dan mesofilik. Toleransi terhadap gram yaitu berkisar mulai 

kurang dari 2% sampai 25% NaCl (Gupte, 1990: 242). Koloni bakteri ini 

berbentuk bulat dan menyerupai kaca, dapat mengencerkan gelatin, dan 

pertumbuhan pada media agar tegak mirip pohon cemara terbalik. 

Kebanyakan anggota genus Bacillus dapat membentuk endospora yang 

dibentuk secara intraseluler yang berfungsi sebagai suatu respon ketika 

kondisi lingkungan kurang menguntungkan, jadi genus Bacillus ini memiliki 

toleransi yang tinggi terhadap kondisi lingkungan yang berubah-ubah. 

Bacillus memiliki kemampuan dalam mereduksi nitrat, menghidrolisis pati 

dan gelatin, serta mampu memproduksi Beta-galaktosidase. Terdapat 

beberapa jenis bakteri yang bersifat saprofit pada air, tanah, udara, dan 

tumbuhan seperti Bacillus cereus dan Bacillus subtilis  (Jawetz, et all, 1996). 
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b. Genus Pseudomonas, genus ini bersifat saprofit, berbentuk langsing, gram 

positif, berukuran 1,5 smpi 3x3,5 mikron, bergerak aktif dengan flagel pada 

salah satu ujungnya dan tidak bersimpai. Bakteri ini tumbuh secara aerob 

dengan suhu optimum 37°C (Gupte, 1990: 282). Genus Pseudomonas bersifat 

katalase positif dan oksidase positif. Genus ini juga bersifat patogen 

oportunistik, yaitu mampu memanfaatkan kerusakan pada mekanisme 

pertahanan inang untuk melakukan suatu infeksi. Bakteri ini tidak berspora 

dan tidak memiliki selubung (Jawetz, et all, 1996). 

c. Genus Clostridium, genus ini berbentuk batang, gram positif, anaerob, 

memiliki spora, berbentuk seperti kumparan dan pleomorfik. Spora lebih 

besar daripada badan bakteri. Genus ini juga dapat bergerak aktif dengan 

flagel petritrich kecuali Clostridium perfringens dan Clostridium tipe VI 

(Gupte, 1990: 248). 

 

2.4.3 Peranan Rizobakteri 

Di dalam dunia pertanian maupun perkebunan di kenal adanya berbagai 

macam bakteri, baik bakteri menguntungkan maupun merugikan. Lactobacillus 

sp., Bacillus subtilis, Pseudomonas sp., Salmonella liquefaciens dan Rizobium 

leguminosarum merupakan bakteri yang tergolong ke dalam bakteri agresif atau 

menguntungkan yang biasa disebut dengan RPTT (Rizobakteri Pemacu Tumbuh 

Tanaman) atau PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria). PGPR ini 

merupakan jenis bakteri menguntungkan yang hidup dan berkembang biak di 

sekitar perakaran tanaman. bakteri tersebut hidup dengan cara berkoloni 

disekeliling area perakaran yang keberadaan bakteri tersebut sangat 

menguntungkan bagi tanaman. PGPR ini memberi keuntungan dalam proses 

fisiologi dan pertumbuhan tanaman. Bakteri ini berpengaruh terhadap tanaman 

secara langsung maupun tidak langsung. Pengaruh secara langsung yaitu mampu 

menyediakan dan mengatur penyerapan berbagai macam unsur hara dan 

mengubah konsentrasi fitohormon pemacu tumbuh tumbuhan. Sementara 

keuntungan tidak langsung dari bakteri ini adalah mampu menekan aktivitas 
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patogen dengan menghasilkan berbagai senyawa atau metabolit seperti antibiotik 

(Azzamy, 2015). 

Berikut merupakan beberapa keuntungan dari PGPR, yaitu merangsang 

pembentukan hormon (ZPT) IAA, auksin, giberelin, sitokinin, etilen dll., menekan 

penyakit tanaman disekitar perakaran dengan antibiotik yang dihasilkannya 

(glukanase dan kitinase), meningkatkan ketersediaan unsur P dalam tanah, 

meningkatkan ketersediaan unsur Mn (Mangan), melarutkan unsur sulfur (S) dan 

meningkatkan daya serap tanaman terhadap unsur tersebut, meningkatkan daya 

serap tanaman terhadap unsur Fe, meningkatkan penyerapan unsur nitrogen (N), 

menghambat pertumbuhan dan perkembangbiakan penyakit perakaran, menjadi 

pesaing patogen dalam mendapatkan makanan sehingga populasi patogen 

berkurang, menghambat proses penuaan dini tanaman dengan cara menghambat 

produksi etylen (zat yang menyebabkan tanaman cepat tua dan mati), 

meningkatkan populasi bakteri dan cendawan yang menguntungkan (Azzamy, 

2015). 

Hasil penelitian isolat rizobakteri pada tanaman cabai sehat yang tumbuh di 

antara tanaman terserang penyakit antraknosa, menunjukkan bahwa semua isolat 

rizobakteri yang telah diuji memiliki kemampuan untuk memproduksi auksin 

IAA, dengan penambahan bahan asam amino triptofan (Sutariati, 2006).  

Rizobakteri pada tanaman lada mampu membentuk zona penghambatan 

terhadap jamur patogen yaitu Fusarrium solani. Selain terjadinya zona 

penghambatan, rizobakteri tersebut mampu menghambat dan menekan 

pertumbuhan F. solani, sehingga pertumbuhan F. solani terdesak dan sulit untuk 

tumbuh. Pada penelitian ini juga dilakukan uji antagonis bakteri terhadap 

Meloidogyne incognita, yang menunjukkan hasil bahwa bakteri isolat J12 yang 

teridentifikasi merupakan bakteri Pseudomonas fluoresen mampu menyebabkan 

nematoda M. incognita mengalami kematian mencapai 40% (Whardika, 2014). 

Hasil penelitian Asyiah (2015), menunjukkan bahwa bakteri Bacillus 

subtilis dan Pseudomonas diminuta berpegaruh secara nyata dalam menekan 

populasi Pratylenchus coffeae.  Perlakuan dari B. subtilis dengan kepadatan 10
8
 

cfu dapat menekan populasi nematoda sebesar 71,3 % dan bakteri P. diminuta 
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dengan kepdatan 2. 10
8 

cfu mampu menekan populasi P.coffeae sebesar 64,2%. 

Selain itu, Asyiah et all (2010) menyatakan bahwa tiga jenis isolat bakteri yang 

berasal dari Banjarnegara yaitu B. alvei, Pseudomonas diminuta dan Bacillus 

stearothermophilus efektif dalam mengendalikan nematoda sista kuning 

(Globodera rostochiensis) pada kentang. Penelitian sejenis oleh Wijayanti, dkk. 

(2017) menunjukkan bahwa Pseudomonas fluorescens, Bacillus subtilis, dan 

Azotobacter sp. yang berasal dari koleksi Laboratorium Bakteriologi Jurusan 

Hama dan Penyakit Tumbuhan, Fakultas Pertanian, Universitas Brawijaya Malang 

mampu menekan populasi nematoda Meloidogyne spp. 

 

2.5 Isolasi dan Identifikasi Bakteri  

Isolasi adalah mengambil mikroorganisme yang terdapat di alam dan 

menumbuhkannya dalam suatu medium buatan. Prinsip dari isolasi bakteri adalah 

memisahkan satu jenis bakteri dengan jenis bakteri lainnya. Memindahkan bakteri 

dari medium lama ke medium baru diperlukan ketelitian dan sterilisasi alat-alat 

yang digunakan agar terhindar dari terjadinya kontaminasi. Pada pemindahan 

bakteri di cawan petri, cawan petri tersebut harus dibalik, hal ini berfungsi untuk 

menghindari adanya tetesan air yang mungkin melekat pada dinding tutup cawan 

petri (Alam dkk., 2013). Pertumbuhan bakteri dapat dilakukan dalam medium 

padat, karena dalam medium padat sel-sel bakteri akan membentuk suatu koloni 

sel yang tetap pada tempatnya. Ada beberapa teknik isolasi bakteri yaitu: 

a. Metode gores atau streak plate menggunakan ose dan menggoreskannya pada 

permukaan medium agar lempeng dengan pola tertentu, dengan harapan pada 

ujung goresan hanya sel-sel bakteri tunggal yang terlepas dari ose dan 

menempel ke medium. Sel-sel bakteri tunggal inilah yang kemudian dapat 

dipindahkan ke medium selanjutnya agar mendapat biakan murni. 

b. Metode tuang atau pour plate dilakukan dengan 2 cara, yaitu dengan 

mencampur suspensi bakteri dengan medium agar pada suhu 50
o
C kemudian 

menuangkan pada cawan petri, atau dengan menuangkan suspensi bakteri 

pada dasar cawan petri kemudian menuangkan medium di atasnya lalu 

mengaduk. Setelah agar mengeras, bakteri akan berada pada tempat masing-
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masing dan diharapkan bakteri tidak mengelompok sehingga dapat terbentuk 

koloni tunggal. 

c. Metode sebar atau spread plate dilakukan dengan menyemprotkan suspensi 

ke atas medium agar kemudian menyebarkan secara merata menggunakan L 

glass. Dengan metode ini diharapkan bakteri terpisah secara individual, 

kemudian dapat tumbuh menjadi koloni tunggal (Wati, 2013). 

 

2.6 Uji Aktivitas Proteolitik 

Protease adalah suatu enzim proteolitik yang dapat mengkatalisis pemutusan 

ikatan peptida pada protein. Protease dibutuhkan secara fisiologi untuk kehidupan 

organisme pada tumbuhan, hewan maupun mikroorganisme. Uji aktivitas 

proteolitik ini menggunakan media susu skim milk agar (SMA), susu skim 

mengandung kasein yang dapat dipecah oleh mikroorganisme proteolitik menjadi 

senyawa nitrogen terlarut sehingga pada koloni dikelilingi area bening, sehingga 

hal tersebut menunjukkan adanya aktivitas proteolitik yang dilakukan oleh 

mikroorganisme (Ferdiaz, 1992). 

Bakteri proteolitik merupakan bakteri yang dapat menghidrolisis protein 

menjadi peptida yang lebih kecil atau unit asam amino (Yuniati, 2015). Menurut 

Durham (1987), bakteri proteolitik adalah bakteri yang memproduksi enzim 

protease ekstraseluler, yaitu enzim pemecah protein yang diproduksi di dalam sel 

kemudian dilepaskan keluar dari sel. 

Beberapa genus bakteri yang diketahui mampu menghasilkan protease di 

antaranya adalah golongan genus Bacillus, Lactococcus, Streptomyces, dan 

Pseudomonas (Rao dkk., 1998; Said dan Likadja, 2012). Uji aktivitas proteolitik 

positif ditunjukkan dengan adanya zona bening yang terjadi di sekitar koloni 

bakteri pada medium Skim Milk Agar (SMA) (Yuniati, 2015). 

 

2.7 Buku Nonteks 

Buku nonteks merupakan sejenis buku pengayaan pengetahuan yang dapat 

digunakan oleh masyarakat umum maupun sekolah, namun buku ini bukan 

merupakan buku pegangan uatama yang digunakan oleh peserta didik dalam 
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kegiatan pembelajaran (Widyaningrum, 2015). Buku nonteks selain disajikan 

dalam bentuk narasi, dapat pula disajikan dalam bentuk komik, cerita bergambar 

atau gambar bercerita. Hal yang perlu diperhatikan dalam penyajian buku tersebut 

yaitu menggunakan cara yang kreatif, inovatif, dan menyenangkan, serta dapat 

dimanfaatkan oleh pembaca umum (Kemendikbud, 2015). 

Karakteristik buku nonteks yaitu: 

(a) Buku-buku dapat digunakan di sekolah, namun bukan merupakan buku 

pegangan pokok peserta didik, 

(b) Buku tidak menyajikan materi yang dilengkapi dengan instrumen evaluasi 

dalam bentuk teks atau ulangan, latihan kerja siswa (LKS) atau bentuk 

lainnya, 

(c) Penerbitan buku tidak dilakukan secara serial berdasarkan tingkatan kelas, 

(d) Materi atau isi buku nonteks dapat dimanfaatkan oleh pembaca dari semua 

kalangan atau masyarakat umum, dan 

(e) Materi atau isi buku nonteks pelajaran cocok digunakan sebagai bahan 

pengayaan atau rujukan, maupun panduan (Fitri, 2012; Sari, 2014). 

Pengembangan buku nonteks menggunakan model 4-D, yaitu terdapat 4 

tahapan yang harus dilalui dalam pembuatan buku nonteks meliputi; pendefinisian 

(define), perancangan (design), pengembangan (develop), dan penyebaran 

(disseminate) (Sari, 2014). Tahap pertama yaitu pendefinisian (define), pada tahap 

ini hal yang dilakukan adalah menetapkan dan mendefinisikan kebutuhan yang 

menjadi syarat dalam pembelajaran. Tahap kedua yaitu perancangan (design), 

pada tahap ini aspek yang perlu dikembangkan adalah pemilihan format dan 

media untuk bahan dan produksi versi awal. Tahap ketiga yaitu pengembangan 

(develop), pada tahap ini meliputi penyusunan dan validasi perangkat oleh para 

ahli dan revisi. Serta tahapan keempat yaitu penyebaran (disseminate), yaitu 

penyebaran kepada pengguna (Widyaningrum, 2015). 

Buku non teks berfungsi sebagai bahan pengayaan dalam bidang 

pengetahuan, keterampilan, dan kepribadian, serta sebagai panduan pendidik, atau 

referensi dalam kegiatan pembelajaran dan pendidikan (Kemendikbud, 2015). 

Pendapat lain mengatakan bahwa fungsi buku nonteks adalah sebagai pengayaan 
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pengetahuan, yaitu untuk menambah wawasan dan meningkatkan pengetahuan 

(knowledge) tentang ilmu pengetahuan, seni, dan teknologi (Widyaningrum, 

2015). 

Buku nonteks harus memuat unsur-unsur kulit buku, yakni kulit depan, kulit 

belakang, dan punggung buku. Kulit depan terdiri atas judul buku, subjudul (jika 

ada), peruntukan buku, identitas penerbit, dan ilustrasi. Penulisan judul buku 

harus dominan, kontras, dan menarik. Selain itu buku nonteks juga memuat 

bagian-bagian buku yang meliputi bagian awal buku, bagian isi, dan bagian akhir 

buku. Bagian awal meliputi halaman judul, halaman penerbitan (halaman hak 

cipta), halaman kata pengantar, halaman daftar isi, halaman daftar gambar, 

halaman daftar tabel, penomoran halaman. Bagian isi merupakan uraian materi 

tentang pokok bahasan yang sesuai dengan judul buku. Uraian materi harus dapat 

memperhatikan mengenai aspek materi, aspek kebahasaan, aspek penyajian, dan 

aspek kegrafikaan. Bagian akhir buku terdiri atas daftar pustaka, glosarium, 

indeks, informasi penulis, serta lampiran-lampiran (Dadang, 2016). 
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2.8 Kerangka Berpikir 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2.3 Kerangka Berpikir 

 

Rizosfer merupakan zona tanah yang mengelilingi akar tanaman dimana sifat 

biologi dan sifat kimia tanah dipengaruhi oleh akar. Zona ini berukuran sekitar 

1 mm yang mengelilingi seluruh permukaan akar (Kelly, 2005). 

Beberapa bakteri tanah hidup beberapa centimeter dari permukaan akar, 

kelompok bakteri tersebut disebut bakteri rhizosfer (Dropkin, 1996). 

Nematoda merupakan salah satu jenis organisme pengganggu tanaman (OPT) 

yang menyerang berbagai jenis tanaman pertanian dan perkebunan di negara-

negara tropis (Mustika, 2010). 

 

Karakter bakteri rizosfer meliputi: morfologi, fisiologi, dan biokimia 

Isolat bakteri rizosfer 

Identifikasi bakteri rizosfer 

Uji Aktivitas Proteolitik 

Buku Nonteks 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

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


18 
 

BAB 3. METODE PENELITIAN 

3.1 Jenis Penelitian 

Jenis penelitian yang digunakan adalah penelitian deskriptif eksploratif. 

Penelitian ini mengisolasi, mengidentifikasi dan melakukan uji aktivitas 

proteolitik terhadap rizobakteri yang terdapat pada tanaman kopi robusta (Coffea 

canephora) di kebun kopi yang terserang nematoda Pratylenchus coffeae. Hasil 

isolasi, identifikasi dan uji aktivitas proteolitik rizobakteri pada tanaman kopi 

robusta sebagai bahan penyusun buku nonteks. 

 

3.2 Tempat dan Waktu Penelitian 

3.2.1 Tempat Penelitian 

Tahap persiapan pengambilan tanah rizosfer tanaman kopi di kebun kopi 

robusta (Coffea canephora) yang terserang nematoda Pratylenchus coffeae, 

Kawasan Kebun Kali Bendo, Kecamatan Glagah, Kabupaten Banyuwangi. 

Sedangkan tahap persiapan isolasi, identifikasi dan uji aktivitas proteolitik bakteri 

dilaksanakan di Laboratorium Mikrobiologi Jurusan Biologi Fakulatas MIPA 

Universitas Jember. 

 

3.2.2 Waktu Penelitian 

Penelitian ini dilakukan selama 2 bulan, yaitu mulai dari 12 Februari 2018 

sampai dengan 30 Maret 2018. 

 

3.3 Alat dan Bahan 

3.3.1 Alat Penelitian 

Alat yang digunakan antara lain meliputi: autoclave, inkubator, mikroskop 

cahaya, cawan petri, beaker glass 600 ml, vortex, Laminar Air Flow (LAF), ose, 

jarum N, L glass, tabung reaksi sedang, gelas ukur 10 dan 100 ml, kompor listrik, 

pengaduk, pipet, bunsen, kertas kayu, alumunium foil, kapas, plastik sil, kertas 

label, alat tulis, timbangan, tissue, eppendorf, mikropipet 1000 mikron dan tip. 
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3.3.2 Bahan Penelitian 

Bahan utama yang digunakan dalam penelitian ini adalah media Nutrient 

Agar (NA), media Nutrient Broth (NB), media Skim Milk Agar (SMA), alkohol 

70%, KOH 3%, spirtus, bahan pewarna gram, bahan pewarna spora, bahan 

pewarna tahan asam, media uji oksidatif dan fermentatif (O-F), media uji katalase, 

media uji oksidase, media uji karbohidrat, media uji kebutuhan oksigen, aquades, 

air, dan tanah dari rizosfer tanaman kopi dari kebun kopi robusta (Coffea 

canephora) yang terserang nematoda Pratylenchus coffeae. 

 

3.4 Penentuan Populasi dan Sampel 

3.4.1 Populasi Penelitian 

Populasi pada penelitian ini adalah seluruh lahan di kebun kopi robusta 

(Coffea canephora) yang terserang nematoda Pratylenchus coffeae di kebun Kali 

Bendo, Kecamatan Glagah, Kabupaten Banyuwangi. 

 

3.4.2 Sampel Penelitian 

Sampel penelitian ini adalah tanah rizosfer yaitu tanah yang menempel pada 

perakaran ketika akar di cabut dari tanaman kopi robusta (Coffea canephora) pada 

kebun kopi robusta yang terserang nematoda Pratylenchus coffeae di kebun Kali 

Bendo, Kecamatan Glagah, Kabupaten Banyuwangi. 

 

3.5 Definisi Opersional 

Peneliti memberikan pengertian untuk menjelaskan operasional penelitian 

agar tidak menimbulkan pengertian ganda terhadap pembaca. Adapun definisi 

operasional dalam penelitian ini yaitu: 

a. Rizosfer adalah tanah yang menempel pada perakaran ketika akar dicabut. 

b. Isolasi bakteri merupakan cara untuk memisahkan atau memindahkan bakteri 

dari tanah sekitar perakaran (rizosfer) tanaman kopi robusta (Coffea 

canephora) di kebun kopi robusta yang terserang nematoda Pratylenchus 

coffeae menggunakan medium Nutrient Agar (NA), sehingga diperoleh kultur 

murni. 
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c. Identifikasi bermaksud untuk mengetahui spesies/genus bakteri di daerah 

rizosfer yang dapat bertahan hidup pada tanaman kopi robusta (Coffea 

canephora) yang terserang nematoda Pratylenchus coffeae dengan melihat 

karakter morfologi, fisiologi (pewarnaan gram, uji KOH, pewarnaan tahan 

asam, pewarnaan spora, uji motilitas, dan uji kebutuhan oksigen), dan 

biokimia (uji oksidase, uji karbohidrat, uji katalase, dan uji oksidatif-

fermentatif). 

d. Uji potensi rizobakteri yang berperan sebagai agen pengendali hayati di uji 

dengan uji aktivitas proteolitik yaitu menggunakan media Skim Milk Agar 

(SMA). 

 

3.6 Desain Penelitian 

3.6.1 Penentuan Lokasi Penelitian 

Penentuan lokasi penelitian ini dengan menggunakan teknik sampling 

bertujuan (purposive sampling). Sampling bertujuan (purposive sampling) adalah 

teknik pemilihan sampel yang digunakan oleh peneliti jika peneliti memiliki suatu 

pertimbangan tertentu di dalam pengambilan sampelnya (Arikunto, 2000). 

Lokasi pada penelitian ini yaitu perkebunan kopi robusta (Coffea 

canephora) di Kali Bendo, Kecamatan Glagah, Kabupaten Banyuwangi, Jawa 

Timur. Perkebunan ini merupakan perkebunan milik perusahaan swasta. Pada 

kawasan perkebunan ini terdapat blok lokasi lahan perkebunan robusta yang 

menunjukkan gejala terserang nematoda. Peta perkebunan dapat dilihat pada 

gambar 3.1. 

 
Gambar 3.1 Peta lokasi Penelitian di Perkebunan Kali Bendo, Kabupaten Banyuwangi, 

Jawa Timur (Sumber: http//www.googlemaps.com) 
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3.6.2 Teknik Pengambilan Sampel 

Teknik pengambilan sampel dengan menggunakan metode sampling acak 

(random sampling) pada areal lahan kopi robusta yang terserang nematoda 

Pratylenchus coffeae. Pengambilan sampel dilakukan dengan cara: 

a. Mencangkul tanah disekitar tanaman kopi robusta (Coffea canephora) yang 

dengan luas sekitar 30x30 cm dan kedalaman sekitar 20-30 cm hingga 

menembus serabut akar dari tanaman kopi (lokasi pencangkulan berada di 

bawah tajuk tanaman kopi) 

b. Mengambil serabut akar tanaman kopi yang terpotong dari akar primer 

c. Mengambil tanah yang menempel pada akar kopi dan memasukkan ke dalam 

kantong plastik kemudian membawa ke Laboratorium Mikrobiologi, FMIPA, 

Universitas Jember untuk melakukan tahap isolasi. 

 

3.6.3 Uji Aktivitas Proteolitik 

Uji aktivitas proteolitik ini menggunakan medium Skim Milk Agar (SMA) di 

dalam petridish. Di dalam satu petridish berisi 2 jenis isolat bakteri yang berbeda 

dengan masing-masing 1 kali ulangan. Inokulasi isolat bakteri dilakukan dengan 

cara mengambil isolat murni menggunakan ose, kemudian menempelkan ose pada 

permukan medium SMA dan menginkubasi selama 48 jam. Desain uji aktivitas 

proteolitik dapat dilihat pada gambar 3.2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Gambar 3.2 Desain Uji Aktivitas Proteolitik 

 

Keterangan: 

        : isolat bakteri 

   i1 : inokulasi isolat bakteri 

   i2 : ulangan inokulasi isolat bakteri 

1 : area untuk jenis isolat bakteri 1 

2 : area untuk jenis isolat bakteri 2 

 

 

 

 

 

i1 i2 

1 

2 

1 

2 
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3.7 Prosedur Penelitian 

3.7.1 Persiapan Alat dan Bahan 

Melakukan persiapan alat dan bahan yang dibutuhkan dalam penelitian di 

tempat penelitian, antara lain yaitu melakukan tahap persiapan pengambilan tanah 

dari rizosfer tanaman kopi robusta (Coffea canephora) di kebun Kali Bendo, 

Kabupaten Banyuwangi. Serta melakukan tahap persiapan isolasi dan identifikasi 

bakteri di Laboratorium Mikrobiologi, Jurusan Biologi, Fakultas MIPA 

Universitas Jember.  

 

3.7.2 Sterilisasi Alat dan Bahan 

Menyeterilkan semua alat yang digunakan dengan autoclave pada 

temperatur 121°C pada tekanan uap 15 atm selama 30 menit, sedangkan sterilisasi 

bahan yang digunakan yaitu Nutrient Agar disterilkan dengan autoclave pada 

temperatur 121°C pada tekanan uap 15 atm selama 20 menit. 

 

3.7.3 Isolasi Bakteri Rizosfer 

Mengambil tanah dari rizosfer tanaman kopi sebanyak 1 gram dan 

memasukkan ke dalam tabung reaksi berisi 9 ml larutan garfis, lalu  melakukan 

pencampuran hingga homogen menggunakan vortex, selanjutnya mengambil 1 ml 

ekstrak dan mengencerkan secara seri hingga pengenceran 10
-5

. Selanjutnya 

memasukkan sebanyak 0,1 ml ekstrak dari pengenceran 10
-3 

sampai 10
-5 

ke dalam 

petridish steril yang telah berisi medium NA dengan masing-masing 3 ulangan, 

kemudian disebar merata di dalam petridish menggunakan L glass. Ekstrak yang 

telah disebar di dalam petridish diinkubasi selama 2 hari. Memurnikan koloni 

yang tumbuh pada saat isolasi, yaitu memindahkan ke media miring dalam tabung 

reaksi dan disimpan di dalam lemari es. 

 

3.7.4 Peremajaan Isolat Bakteri 

Meremajakan isolat bakteri yang telah di dapatkan dengan menggunakan 

metode cawan gores (streak plate) pada medium NA miring di dalam tabung 

reaksi dan menginkubasi pada suhu ruang selama 24 jam. 
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3.7.5 Identifikasi Bakteri 

Melakukan pengujian terhadap sifat-sifat morfologi, fisiologi dan biokimia 

pada rizobakteri untuk mengetahui jenis bakteri hingga tingkat genus maupun 

spesies. 

a. Karakterisasi Morfologi 

Karakterisasi morfologi meliputi: 

1) Pada medium NA cawan yang diamati meliputi; 

a) Pertumbuhan, yaitu pertumbuhan koloni dipermukaan atau di bawah 

medium 

b) Bentuk koloni: punctiform, circular, filaments, irregular, curled, 

amoeboid, myceloid, rhizoid 

c) Elevasi: flat, raised, convex, umbonate 

d) Bentuk tepi: entire, undulate, lobate, erose, filamentous, curled 

e) Bentuk struktur dalam: opaque, filament, curled, granular, translucent, 

transparent. 

2) Pada medium NA miring 

Menanam isolat bakteri menggunakan metode streak pada medium NA 

miring pada tabung reaksi. Yang diamati adalah bentuk pertumbuhan: 

filiform, echinulate, beaded, spreading, arborscent, rhizoid, plumose. 

3) Pada medium NA tegak 

Menanam pada medium NA tegak dengan mengambil sedikit isolat bakteri 

murni menggunakan jarum N steril kemudian ditusukkan sampai setengah 

dari ketinggian medium pada tabung reaksi. Yang di amati pada medium 

NA tegak adalah bentuk pertumbuhan pada bekas tusukan: filiform, 

echinulate, beaded, villous, rhizoid, arboscent. 

4) Pada medium NB (Nutrient Broth) 

Melakukan langkah kerja pengamatan pada medium NB (Nutrient Broth) 

adalah dengan mengambil sedikit isolat murni menggunakan ose steril 

kemudian mencelupkan sedikit ke dalam medium. Yang perlu di amati 

adalah: 
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a) Pertumbuhan pada permukaan: ring, pellicle, flocculent, membranosus, 

tak membentuk selaput 

b) Kekeruhan: sedikit, sedang, hebat 

c) Bau: tak berbau, berbau seperti 

d) Endapan: kompak, bentuk dan ukurannya tidak tentu, granular, butir-

butir, berlapis-lapis, kental, banyak sekali, sedikit, tidak ada endapan. 

 

b. Karakteristik fisiologi 

1) Pewarnaan gram 

Pewarnaan gram dilakukan dengan cara: 

a) Membersihkan kaca objek dengan menggunakan alkohol 70% 

b) Mengambil isolat bakteri menggunakan jarum ose secara aseptik dan 

mengoleskan pada kaca objek 

c) Menetesi isolat bakteri dengan kristal violet dan membiarkan selama 1 

menit 

d) Mencuci isolat bakteri pada kaca objek yang telah ditetesi kristal violet 

menggunakan air mengalir lalu membiarkan selama 1 menit 

e) Menetesi isolat bakteri menggunakan larutan iodine dan membiarkan 

selama 1 menit 

f) Mencuci isolat bakteri pada kaca objek yang telah ditetesi iodine 

menggunakan air mengalir lalu membiarkan selama 1 menit 

g) Menetesi isolat bakteri dengan alkohol 95 % selama 30 detik 

h) Mencuci isolat bakteri pada kaca objek yang telah ditetesi alkohol 

menggunakan air mengalir lalu membiarkan selama 1 menit 

i) Menetesi isolat bakteri dengan safranin selama 30 detik 

j) Mencuci isolat bakteri pada kaca objek yang telah ditetesi safranin 

menggunakan air mengalir lalu membiarkan selama 1 menit 

k) Melakukan pengamatan dengan menggunakan mikroskop. Bakteri gram 

positif ditandai dengan warna ungu yang menunjukkan bahwa bakteri 

tersebut mampu mengikat warna kristal violet, sedangkan bakteri gram 

negatif ditandai dengan warna merah muda (Hadioetomo, 1990). Selain 
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itu, dapat melakukan pengamatan kemurnian bakteri rizosfer tersebut 

dan bentuk sel bakteri dengan cara mengamati bentuk selnya secara 

mikroskopik pada kaca preparat sehingga dapat diketahui bentuknya 

(kokus, batang atau spiral). 

2) Uji KOH 

Uji KOH dilakukan dengan cara: 

a) Membersihkan kaca benda menggunakan alkohol 70% 

b) Meletakkan 1 tetes KOH 3% pada kaca benda 

c) Mengambil isolat bakteri dari medium miring menggunakan ose 

d) Mencampurkan isolat bakteri dengan KOH 3% 

e) Melakukan pengamatan dengan cara mengangkat ose. Jika terbentuk 

lendir, maka menunjukkan isolat bakteri tersebut termasuk gram 

negatif. Jika tidak terbentuk lendir, maka menunjukkan isolat bakteri 

tersebut termasuk gram positif. 

3) Pewarnaan Tahan Asam 

Sebagian bakteri dapat menahan karbol fuksin walaupun dapat dilunturkan 

dengan asam, sifat tahan asam ini disebabkan oleh adanya asam mikolat, 

sehingga disebut bakteri tahan asam (Gupte, 1990: 36). Pewarnaan tahan 

asam dilakukan dengan cara: 

a) Membersihkan kaca objek dengan menggunakan alkohol 70% 

b) Mengambil isolat bakteri menggunakan jarum ose secara aseptik dan 

mengoleskan pada kaca objek yang telah ditetesi aquades steril 

c) Melakukan fiksasi isolat bakteri di atas nyala bunsen sampai kering 

d) Menetesi isolat bakteri dengan larutan pewarna karbol fuksin selama 5-

10 menit di atas nyala api 

e) Mencuci isolat bakteri pada kaca benda yang telah ditetesi karbol fuksin 

menggunakan air mengalir lalu membiarkan selama 1 menit 

f) Menetesi isolat bakteri dengan larutan alkohol asam sampai agak 

kemerahan 

g) Mencuci isolat bakteri pada kaca benda yang telah ditetesi alkohol asam 

menggunakan air mengalir lalu membiarkan selama 1 menit 
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h) Menetesi isolat bakteri dengan larutan methilen blue selama 30 detik 

i) Mencuci isolat bakteri pada kaca benda yang telah ditetesi methilen 

blue menggunakan air mengalir lalu membiarkan selama 1 menit 

j) Mengamati dibawah mikroskop dengan pembesaran kuat. Sebagai 

indikasi tahan asam maka akan menunjukkan warna merah pada 

bakteri. 

4) Pewarnaan Spora 

Pewarnaan Spora dilakukan dengan cara: 

a) Menginokulasi bakteri ke dalam medium miring 

b) Menginkubasi bakteri selama 3-7 hari (agar bakteri dapat menghasilkan 

spora) 

c) Membersihkan kaca objek dengan menggunakan alkohol 70% 

d) Mengambil isolat bakteri menggunakan jarum ose secara aseptik dan 

mengoleskan pada kaca objek yang telah ditetesi aquades steril 

e) Memfiksasi isolat bakteri di atas nyala bunsen sampai kering 

f) Menetesi isolat bakteri dengan larutan pewarna green malachite selama 

kurang lebih 10 menit 

g) Mencuci isolat bakteri pada kaca benda yang telah ditetesi green 

malachite menggunakan air mengalir lalu membiarkan selama 1 menit 

h) Menetesi isolat bakteri menggunakan larutan safranin selama 1 menit 

i) Mencuci isolat bakteri pada kaca benda yang telah ditetesi safranin 

menggunakan air mengalir lalu membiarkan selama 1 menit 

j) Mengamati di bawah mikroskop dengan perbesaran kuat. Sebagai 

indikasi terdapatnya endospora akan berwarna hijau, dan bagian sel 

yang tidak mengandung endospora akan berwarna merah terang. 

5) Uji Motilitas 

Uji motilitas dilakukan dengan cara: 

a) Meletakkan 1 tetes isolat bakteri pada gelas penutup 

b) Meletakkan gelas penutup tersebut secara terbalik pada hanging drop 

c) Mengamati pergerakan bakteri pada mikroskop 

6) Uji Kebutuhan Oksigen 
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Uji kebutuhan oksigen dilakukan dengan cara: 

a) Menggunakan medium NB (Nutrient Broth) 

b) Menginokulasi isolat pada medium NB secara aseptik menggunakan 

jarum ose 

c) Menginkubasi selama 24-48 jam pada suhu 37
o
C 

d) Mengamati sifat pertumbuhan bakteri pada medium NB. Bakteri 

anaerob akan tumbuh mengelompok pada dasar medium, bakteri 

anaerob fakultatif akan tumbuh tersebar di seluruh medium, bakteri 

mikroaerofil akan tumbuh mengelompok sedikit di bawah permukaan 

medium, sedangkan bakteri aerob akan tumbuh pada permukaan 

medium. 

 

c. Pengamatan Karakter Biokimia 

1) Uji Fermentasi Karbohidrat 

Uji fermentasi karbohidrat yang dilakukan pada penelitian ini adalah uji 

glukosa. Dilakukan dengan cara: 

a) Membuat medium uji fermentasi karbohidrat dengan indikator glukosa 

yang terdiri dari Nutrient Broth (NB), phenol red ditambah glukosa 

b) Mengambil isolat bakteri menggunakan ose 

c) Meletakkan isolat bakteri pada tabung yang telah berisi medium uji 

fermentasi karbohidrat dengan indikator glukosa. Indikator positif 

ditandai dengan adanya warna merah muda pada medium dan 

terbentuk gelembung gas pada tabung durham. Indikator negatif 

ditandai dengan tidak adanya perubahan warna pada medium dan tidak 

adanya gelembung gas pada tabung durham. 

2) Uji Oksidase 

Uji oksidase dilakukan dengan cara: 

a) Meletakkan satu tetes tetramethyl pada kertas saring steril 

b) Mengambil biakan bakteri pada medium miring menggunakan ose  

c) Meletakkan biakan bakteri pada kertas saring yang telah ditetesi 

tetramethyl. Uji positif ditandai dengan adanya perubahan warna biru 
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pada kertas. Sedangkan uji negatif ditandai dengan tidak adanya 

perubahan warna pada kertas saring. 

3) Uji Katalase 

Uji katalase dilakukan dengan cara: 

a) Meletakkan 2 tetes H2O2 pada kaca objek yang bersih 

b) Mengambil isolat bakteri menggunakan jarum ose 

c) Meletakkan isolat bakteri pada kaca objek dan mencampurkan. Uji 

positif ditandai dengan terbentuknya gelembung-gelembung oksigen. 

4) Uji Oksidatif-Fermentatif (O-F) 

Uji Oksidatif-Fermentatif (O-F) dengan cara: 

a) Membuat medium TSA dengan campuran BTB dan agar, sebanyak 2 

tabung 

b) Menginokulasi bakteri pada 2 tabung tersebut, satu tabung ditutup 

dengan parafin dan tabung yang lain tidak 

c) Menginkubasi selama 14 hari 

d) Melakukan pengamatan, oksidase akan terjadi pada bakteri aerob yaitu 

pada tabung yang tidak ditutup dengan parafin. Hasil positif jika 

terbentuk warna kuning pada tabung yang tidak ditutup karena hanya 

akan memproduksi reaksi asam. Sedangkan fermentasi terjadi pada 

bakteri anaerob yaitu tabung yang ditutup dengan parafin maupun tidak.  

 

3.7.6 Identifikasi Bakteri Secara Manual 

Semua isolat bakteri di uji dengan uji pewarnaan gram dan uji KOH 

untuk menentukan bakteri tersebut tergolong bakteri gram positif atau 

negatif. Selanjutnya menentukan genus bakteri tersebut dengan melakukan 

uji fisiologi meliputi uji tahan asam, uji spora, dan uji motilitas, serta uji 

biokimia meliputi uji katalase, uji oksidase, uji oksidatif-fermentatif (O-F), 

dan uji fermentasi karbohidrat, sesuai dengan buku panduan identifikasi 

bakteri Cowan dan Steel (1970), sehingga diperoleh genus atau spesies 

bakteri. 
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3.7.7 Uji Aktivitas Proteolitik 

Uji aktivitas proteolitik dilakukan dengan cara: 

a. Membuat medium Skim Milk Agar (SMA) yang terdiri dari pepton 

0,1%, NaCl 0,5%, agar 2%, dan susu skim 10%. 

b. Menginokulasikan biakan isolat bakteri pada medium skim milk agar 

(SMA) pada 2 titik 

c. Menginkubasikan pada temperatur 37
o
C selama 2 hari 

d. Mengamati adanya zona bening di sekitar koloni bakteri kemudian 

menghitung indeks proteolitik. 

 

3.8 Penyusunan Buku Nonteks 

3.8.1 Pembuatan Buku Nonteks 

Tahap pembuatan buku nonteks dilaksanakan setelah selesai tahap 

penelitian. Ukuran buku nonteks yang disusun adalah 14,8 cm x 21 cm. Buku 

nonteks berisi penjelasan mengenai informasi hasil penelitian tentang isolasi dan 

identifikasi rizobakteri pada rizosfer tanaman kopi robusta yang terserang 

Pratylenchus coffeae dengan dilengkapi gambar untuk memperjelas informasi 

yang disajikan. Buku nonteks yang dihasilkan berupa buku informatif yang 

bertujuan untuk menyebarluaskan informasi hasil penelitian terutama dengan 

sasaran masyarakat umum, petani, dan lembaga perkebunan. 

 

3.8.2 Uji Validasi Buku Nonteks 

Validasi buku ini dilakukan oleh 2 orang validator ahli, yaitu dosen 

Pendidikan Biologi FKIP Universitas Jember dalam bidang pendidikan (ahli 

media) dan dosen ahli materi, serta 1 orang pengguna. Hasil validasi digunakan 

untuk merevisi atau memperbaiki produk sehingga buku yang dihasilkan dapat 

memenuhi standar kelayakan buku (Widyaningrum dkk., 2015). Hasil uji validasi 

buku nonteks digunakan untuk menganalisis kelayakan buku ini sebagai media 

cetak informasi. Adapun hasil uji validasi buku berupa angka dan saran-saran 

dalam pembuatan buku nonteks. Uji validasi dilakukan berdasarkan kriteria-

kriteria yang harus terpenuhi dalam pembuatan buku nonteks. 
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3.9 Analisis Data 

3.9.1 Uji Aktivitas Proteolitik 

Analisis uji aktivitas proteolitik diperoleh dari mengamati ada atau tidaknya 

zona bening di sekitar koloni bakteri, kemudian menghitung diameter zona bening 

dan menghitung indeks proteolitik (IP). Menurut Agustien (2010), adapun rumus 

menghitung indeks proteolitik (IP) adalah sebagai berikut: 

Indeks Proteolitik (IP) = diameter zona bening – diameter koloni  

     diameter koloni 

 

3.9.2 Buku Nonteks 

Setelah dilakukan validasi buku nonteks oleh 2 validator dan 1 orang 

masyarakat pengguna, maka selanjutnya dilakukan analisis validasi buku nonteks. 

Analisis validasi buku nonteks berdasarkan nilai yang didapat dari hasil validasi 

buku nonteks oleh validator. Tahap selanjutnya adalah menghitung hasil uji 

menggunakan rumus presentase. Data presentase penilaian yang diperoleh diubah 

menjadi data kuantitatif deskriptif yang menggunakan kriteria validitas tabel 3.1 

berikut ini. Adapun rumus menghitung nilai uji validasi adalah sebagai berikut: 

Presentase skor (P) = Skor yang diperoleh  x 100% 

       Skor maksimal 

Tabel 3.1 Kualifikasi Kelayakan Buku Nonteks 

Prosentase 

pencapaian 
Interpretasi Makna 

76 - 100 % Layak Sangat valid, produk layak digunakan dan tidak 

perlu perbaikan 

56 - 75 % Cukup layak Cukup valid, produk layak digunakan tetap perlu 

sedikit perbaikan 

40 - 55 % Kurang layak Kurang valid, produk belum layak digunakan dan 

perlu perbaikan 

0 - 39 % Tidak layak Tidak valid, produk tidak layak digunakan dan 

perlu kajian ulang 

       (Arikunto, 2000). 
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3.10 Alur Penelitian 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

Gambar 3.3 Skema Alur Penelitian 

Persiapan alat dan bahan 

Isolasi sampel tanah sebanyak 1 g 

Pengenceran 

10
-3 10

-4 
10

-5 

Koloni bakteri tumbuh berbeda-beda 

Isolat bakteri pada medium NA cawan 

Isolat murni 

Penentuan genus: dilakukan pengamatan karakter morfologi, fisiologi (uji 

pewarnaan gram, uji KOH, uji tahan asam, uji spora, dan uji motilitas, dan 

kebutuhan oksigen), dan biokimia (uji katalase, uji oksidase, uji oksidasi-

fermentatif, dan uji fermentasi karbohidrat), sesuai panduan buku Cowan dan 

Steel (1970). 

Mengencerkan 1 g tanah ke 

dalam larutan garfis steril 

sebanyak 9 ml, kemudian 

vorteks hingga homogen, 

hingga seri pengenceran 10
-5

 

Memasukkan 0,1 ml ekstrak 

dari seri pengenceran 10
-3

, 

10
-4

, 10
-5

 ke dalam masing-

masing petridish berisi 

medium NA (spread plate) 

dengan 3 kali ulangan Inkubasi 

selama 

1x24 jam 

Memurnikan bakteri 

dengan menggunakan 

teknik streak ke 

dalam medium NA 

Stok isolat murni 

Jenis isolat dan karakternya 

Penyusunan Buku Nonteks 

Penilaian Buku Nonteks

 

 
Penyusunan Buku Nonteks 

Produk Buku Nonteks

 

 
Penyusunan Buku Nonteks 

Uji aktivitas proteolitik 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

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


 
 

48 
 

c. Melakukan uji lanjutan mengenai manfaat yang dapat diambil dari isolat 

rizobakteri yang telah didapatkan sebagai agen pengendali hayati. 
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Lampiran A. 

  MATRIKS 

 

Judul Latar Belakang Rumusan Masalah Sumber Data 
Metode 

Penelitian 

Isolasi, 

Identifikasi dan 

Uji Aktivitas 

Proteolitik 

Rizobakteri Dari 

Tanaman Kopi 

Robusta (Coffea 

canephora) 

Yang Terserang 

Nematoda Serta 

Pemanfaatannya 

Sebagai Buku 

Nonteks 

Indonesia memiliki 2 jenis kopi yang umum 

diperdagangkan, yaitu kopi arabika dan kopi robusta 

(Hartono, 2013). Mayoritas kopi produksi Indonesia yaitu 

jenis kopi robusta. (Eleonora, 2016). 

Adanya peningkatan produksi kopi dengan skala 

yang semakin besar menyebabkan terjadinya perubahan 

dalam ekosistem tanah, dan hal tersebut menjadi sangat 

menguntungkan bagi perkembangan populasi hama dan 

penyakit pada kopi. Salah satu hama yang menyerang 

tanaman kopi adalah nematoda. Nematoda parasit pada 

kopi yang sering dijumpai adalah dari genus 

Pratylenchus, yaitu Pratylenchus coffeae (Santosa, 2017). 

Pratylenchus coffeae merupakan nematoda 

endoparasitik yang berpindah, dan mempunyai kisaran 

inang yang luas (Dropkin, 1996: 129-130). Populasi dari 

nematoda parasit ini dapat meningkat ataupun menurun 

karena dipengaruhi oleh faktor lingkungan hidup yang 

meliputi adanya mikroorganisme yang menguntungkan di 

lingkungan. Kelimpahan bakteri menguntungkan tersebut 

terutama pada lingkungan rizosfer (Nawangsih dkk., 

2014). 

Rizosfer adalah tanah disekitar akar tanaman yang 

secara langsung dipengaruhi oleh mikroba tanah  dan  

a. Apa sajakah spesies/ 

genus rizobakteri yang 

berhasil diisolasi dari 

lahan kopi robusta yang 

terserang nematoda 

Pratylenchus coffeae? 

b. Manakah spesies/genus 

rizobakteri yang 

berpotensi sebagai agen 

pengendali hayati yang 

berhasil diisolasi dari 

lahan kopi robusta yang 

terserang nematoda 

Pratylenchus coffeae? 

c. Apakah buku non teks 

mengenai “Isolasi dan 

Identifikasi Rizobakteri 

dari Tanaman Kopi 

Robusta (Coffea 

canephora) yang 

Terserang Nematoda” 

tervalidasi sebagai media 

informasi? 

a. Data 

primer: 

Berdasarkan 

hasil isolasi 

dan 

identifikasi 

rizobakteri 

dari tanaman 

kopi robusta 

b. Data 

sekunder: 

Diperoleh 

dari internet, 

jurnal dan 

buku sebagai 

pendukung 

informasi 

yang 

dibutuhkan. 

Jenis 

penelitian 

yang 

digunakan 

adalah 

penelitian 

deskriptif 

eksploratif 
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eksudasi  perakaran  tanaman. Penyediaan  nutrisi  pada  

tanaman  sangat dipengaruhi oleh komposisi mikroba di 

daerah rizosfer (Sukmadi, 2013). 

Mikroba yang hidup pada daerah rizosfer biasanya 

digunakan sebagai agen pengendalian hayati. Keberadaan 

mikroba antagonis pada daerah rizosfer dapat 

menghambat persebaran dan infeksi akar oleh patogen, 

keadaan ini disebut hambatan alamiah mikroba. Mikroba 

antagonis sangat potensial dikembangkan sebagai agen 

pengendalian hayati. Selain sebagai agen antagonis, 

mikroba tanah juga dapat mempengaruhi pertumbuhan 

tanaman dengan memproduksi senyawa-senyawa stimulat 

pertumbuhan seperti auksin dan fitohormon (Waksman, 

1952). 

Buku non teks merupakan buku pengayaan 

pengetahuan yang dapat digunakan oleh masyarakat 

umum, karena memiliki bentuk yang sederhana dan 

praktis serta berisi informasi yang mudah dimengerti oleh 

masyarakat dan dapat menambah wawasan bagi para 

pembacanya (Widyaningrum dkk, 2015). Berdasarkan hal 

tersebut, maka perlu dilakukan penelitian mengenai 

spesies/genus rizobakteri yang berasal dari rizosfer 

tanaman kopi robusta yang terserang nematoda P. coffeae 

yang berjudul “Isolasi dan Identifikasi Rizobakteri dari 

Tanaman Kopi Robusta (Coffea canephora) yang 

Terserang Nematoda Serta Pemanfaatannya Sebagai 

Buku Nonteks”. 
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Lampiran C.1  
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Lampiran C.3  
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Lampiran D. Isolasi Rizobakteri 

   
 

   
 

Gambar 1: Proses Isolasi Rizobakteri 

Keterangan gambar: (A) Pengambilan sampel tanah di lahan perkebunan kopi 

Kali Bendo, Kabupaten Banyuwangi, (B) Memisahkan tanah dengan akar lalu 

menimbang sebanyak 10 g, (C) Hasil tahap pengenceran hingga 10
-5

, (D) Proses 

isolasi bakteri menggunakan teknik spread plate, 

 

A B

  A 

C 

 

D 
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Gambar 2: Lanjutan Proses Isolasi Rizobakteri 

Keterangan gambar: (E) Menginkubasi hasil isolasi selama 24 jam dengan 

membungkus menggunakan kertas kayu, (F) Koloni bakteri yang terbentuk 

setelah 24 jam, (G) Melakukan pemurnian terhadap masing-masing isolat bakteri 

yang tumbuh berbeda, dan (H) Isolat bakteri murni yang didapatkan. 

E F 

G H 
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Lampiran E. Hasil Identifikasi Rizobakteri 

     
 

   
 

Gambar E.1: Hasil Identifikasi Rizobakteri Kode Isolat 3R (Bacillus sp.) 

Keterangan: (A) uji pewarnaan gram dengan perbesaran 1000x, (B) uji katalase, 

(C) uji oksidase, (D) uji karbohidrat, dan (E) uji oksidatif-fermentatif. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A B C 

D E 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

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


 
 

73 
 

     
 

   
 

Gambar E.2: Hasil Identifikasi Rizobakteri Kode Isolat 4R (Acinetobacter sp.) 

Keterangan: (A) uji pewarnaan gram dengan perbesaran 1000x, (B) uji katalase, 

(C) uji oksidase, (D) uji karbohidrat, dan (E) uji oksidatif-fermentatif. 
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Gambar E.3: Hasil Isolat Rizobakteri Kode Isolat L 20 (Micrococcus sp.) 

Keterangan: (A) uji pewarnaan gram dengan perbesaran 1000x, (B) uji katalase, 

(C) uji oksidase, (D) uji karbohidrat, dan (E) uji oksidatif-fermentatif. 
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Gambar E.4: Hasil Isolat Rizobakteri Kode Isolat G 20 (Bacillus sp.) 

Keterangan: (A) uji pewarnaan gram dengan perbesaran 1000x, (B) uji katalase, 

(C) uji oksidase, (D) uji karbohidrat, dan (E) uji oksidatif-fermentatif. 
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Gambar E.5: Hasil Identifikasi Rizobakteri Kode Isolat M 20 (Pseudomonas sp.) 

Keterangan: (A) uji pewarnaan gram dengan perbesaran 1000x, (B) uji katalase, 

(C) uji oksidase, (D) uji karbohidrat, dan (E) uji oksidatif-fermentatif. 
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Gambar E.6: Hasil Identifikasi Rizobakteri Kode Isolat A 13 (Pseudomonas sp.) 

Keterangan: (A) uji pewarnaan gram dengan perbesaran 1000x, (B) uji katalase, 

(C) uji oksidase, (D) uji karbohidrat, dan (E) uji oksidatif-fermentatif. 
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Gambar E.7: Hasil Identifikasi Rizobakteri Kode Isolat C 13 (Acinetobacter sp.) 

Keterangan: (A) uji pewarnaan gram dengan perbesaran 1000x, (B) uji katalase, 

(C) uji oksidase, (D) uji karbohidrat, dan (E) uji oksidatif-fermentatif. 
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Gambar E.8: Hasil Identifikasi Rizobakteri Kode Isolat I 13 (Bacillus sp.) 

Keterangan: (A) uji pewarnaan gram dengan perbesaran 1000x, (B) uji katalase, 

(C) uji oksidase, (D) uji karbohidrat, dan (E) uji oksidatif-fermentatif. 
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Lampiran F. Surat Ijin Penelitian 

 
 

 

 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

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


 
 

81 
 

Lampiran G. Produk Buku Nonteks 
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Lampiran H. Lembar Konsultasi Penyusunan Skripsi 

H.1 Pembimbing Utama 
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H.2 Pembimbing Anggota 
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