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Abstrak: Penelitian ini bertujuan untuk mengindentifikasi secara sederhana isolat Bacilus thuringiensis dari tanah 
Perkebunan kelapa sawit di Kabupaten Batubara melalui pewarnaan Coomassie Brilliant Blue (CBB). Sampel tanah 

diisolasi dengan menggunakan metode pengenceran bertingkat dan kemudian ditumbuhkan pada medium selektif. 
Koloni yang terbentuk diamati berdasarkan ciri morfologi Bt. Hasil penelitian ini menunjukkan beberapa isolat 
memiliki karakteristik morfologi yang sesuai dengan ciri Bacillus thuringiensis. Pewarnaan CBB berhasil mendeteksi 

keberadaan protein kristal pada beberapa isolat, ditandai dengan terbentuknya kristal dan mampu mengikat warna 
biru pada sel yang telah mengalami sporulasi yang mengindikasikan adanya delta-endotoksin. Penelitian ini 
menegaskan bahwa tanah perkebunan kelapa sawit di Kabupaten Batubara berpotensi sebagai sumber isolat Bt 
loka. Isolat Bt yang ditemukan dapat dijadikan kandidat awal dalam pengembangan biopestisida sekaligus 
mendukung strategi pengendalian hama yang ramah lingkungan dan berkelanjutan. 
Kata Kunci: Bacillus thuringiensis; tanah perkebunan kelapa sawit; coomassie brillian blue; bioinsektisida 
 
Abstract: This study aims to simply identify Bacillus thuringiensis isolates from oil palm plantation soil in Batubara 
Regency through Coomassie Brilliant Blue (CBB) staining. Soil samples were isolated using a serial dilution method 
and then grown on selective media. The colonies formed were observed based on the morphological characteristics 
of Bt. The results of this study indicate that several isolates have morphological characteristics that match the 
characteristics of Bacillus thuringiensis. CBB staining successfully detected the presence of crystalline proteins in 
several isolates, characterized by the formation of crystals and the ability to bind blue dye in cells that have 
undergone sporulation, indicating the presence of delta-endotoxin. This study confirms that oil palm plantation soil 
in Batubara Regency has the potential as a source of local Bt isolates. The Bt isolates found can be used as initial 
candidates in the development of biopesticides while supporting environmentally friendly and sustainable pest 
control strategies. 
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PENDAHULUAN 

Produksi komersial pertama Bacillus thuringiensis (Bt) dilaporkan pada tahun 
(1938) di Perancis. Produk ini dijual dengan nama Sporeine. Studi sebelumnya 
menunjukkan bahwa kemampuan Bt untuk membunuh larva serangga disebabkan 
oleh inklusi protein kristal atau disebut juga pembentukan struktur kristal tertentu yang 
terbentuk selama sporulasi (Rashki et al., 2021). Bt adalah bakteri gram positif 
anaerobik fakultatif membentuk inklusi protein khas berdekatan dengan parasporal 
body. Beberapa Bt dapat mensintesis lebih  dari satu inklusi parasporal.  

Bt secara genetik tidak dapat dibedakan dengan B. cereus, kecuali kemampuan 
Bt untuk menghasilkan inklusi kristal parasporal body. Secara umum, racun Cry 
membunuh kelompok inverterbrata terutama spesies larva serangga Coleoptera, 
Diptera dan Lepidoptera, Inklusi parasporal dibentuk oleh protein kristal insektisida 
yang berbeda. (Sridhara et al., 2021). Bt strain menghasilkan jenis racun yaitu protein 
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Cry dan Cyt yang dikenal sebagai delta-endotoksin. Ini disintesis oleh bakteri selama 
fase diam ketika sporulasi terjadi. Protein ini diproduksi sebagai inklusi kristal 
parasporal yang diaktifkan oleh tindakan proteolitik di dalam usus serangga setelah 
dikonsumsi.  Inklusi kristal ini akan terbentuk di dalam sel Bt bersamaan dengan 
pembentukan spora, dan dapat diamati secara mikroskopis. Kristal insektisida 
memerlukan pelarutan di usus tengah serangga (John Shanthi & Sumathy Victor, 
2023). 

Tanah diperkebunan kelapa sawit biasanya mengandung berbagai jenis 
mikroorganisme yang dapat membantu meningkatkan kesuburan tanah serta 
meningkatkan pertumbuhan tanaman. Mikroba ini berperan dalam siklus nutrisi, 
seperti nitrogen dan fosfor sangat penting bagi tanaman kelapa sawit. Mikroorganisme 
seperti Bacillus sp, Pseudomonas sp, dan Actinomycetes memiliki peran penting 
dalam meningkatkan ketersediaan nutrisi dan menekan populasi patogen. Salah satu 
bakteri tanah yang potensial di perkebunan kelapa sawit adalah Bacillus thuringiensis 
(Bt). Bt dikenal karena kemampuannya sebagai agen biokontrol terhadap hama, serta 
kemampuannya dalam mendukung kesehatan tanah dan tanaman melalui 
interaksinya dengan tanah kelapa sawit (Zain et al., 2014). 

Indentifikasi Bt dapat dilakukan dengan berbagai pendekatan, salah satunya 
melalui pewarnaan Coomassie Brilliant Blue (CBB). Pewarnaan ini berfungsi untuk 
mendeteksi kristal protein yang dihasilkan Bt selama fase sporulasi (Gangmei, et al 
2024). Kristal yang berikatan dengan pewarna CBB akan tampak berwarna biru 
dibawah mikroskop, sehingga mempermudah pengamatan dan memastikan 
keberadaan Bt pada isolat yang diperoleh (Palma et al., 2014). Metode ini 
memungkinkan identifikasi Bt secara lebih cepat dan efisien. Berdasarkan latar 
belakang tersebut, penelitian ini dilakukan dengan tujuan untuk mengidentifikasi isolat 
Bt dari tanah perkebunan kelapa sawit di Kabupaten Batubara dengan menggunakan 
pewarnaan CBB. Hasil Penelitian diharapkan dapat memberikan informasi mengenai 
keberadaan isolat Bt lokal yang berpotensi dikembangkan sebagai bioinsektisida 
ramah lingkungan, mendukung upaya pengendalian hama yang berkelanjutan pada 
ekosistem perkebunan kelapa sawit.  
 
METODE 

Penelitian telah dilakukan pada Agustus 2024 sampai dengan April 2025. Di 
Laboratorium Mikrobiologi dan Laboratorium Biologi Molekuler dan Genetika, Program 
Studi Biologi, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Sumatera 
Utara. Sampel tanah dikumpulkan dari Desa Tanah Gambus, Kecamatan Lima Puluh, 
Kabupaten Batubara, Provinsi Sumatera Utara, Indonesia. 

 

 
Gambar 1: Map pengambilan sampel di Kabupaten Batubara 
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Prosedur Penelitian 
1. Isolasi  Bakteri  Bacillus thuringiensis dari Sampel Tanah 

Sebanyak 500 gram sampel tanah kebun kelapa sawit dengan kedalaman 10-20 
cm dari atas permukaan tanah yang berada di perkebunan kelapa sawit di Kabupaten 
Batubara Semua sampel tanah dipaparkan pada suhu 75 °C selama 20 menit untuk 
membunuh sebagian besar sel yang tidak membentuk spora. Sampel tanah 
disuspensikan dalam larutan NaCl 0,85% (1 g tanah/larutan garam); semua sampel 
homogenkan dengan menggunakan vortex. Sekitar 0,1 ml setiap suspensi tanah 
disemai ke dalam media Nutrient Agar (NA), dan waktu inkubasi adalah 24 jam pada 
suhu 30 °C (Zain et al., 2014). 
2. Sporulasi 

 Untuk menginduksi terjadinya sporulasi maka kultur murni Bacillus thuringiensis 
dipelihara pada media yang mengandung tryptose. Sel isolat potensial Bt ditumbuhkan 
pada medium T3 yaitu (per liter: 3 g tripton, 2 g triptosa, 1,5 g ekstrak ragi, 0,05 M 
natrium fosfat [pH 6,8], dan 0,005 g MnCl pada suhu 30°C dan kecepatan 200 rpm 
selama 7 hari untuk induksi spora (Hassan et al., 2021). 
3. Pewarnaan Gram 

Media isolasi koloni tunggal yang digunakan dalam percobaan ini adalah media 
Luria-bertani (LB. Pemurnian dan pemeliharaan dan diinkubasi pada suhu 30 °C 
selama 72 jam. Isolat Bt diinokulasikan menggunakan teknik spread plate. Kemudian 
dilakukan pewarnaan Gram untuk memastika karakteristik bakteri Gram Positif 
berbentuk batang sebagai ciri khas Bt(Hassan et al., 2021). 
 

Pewarnaan Coomassie Briliant Blue (CBB) 
Keberadaan kristal protein parasporal dideteksi menggunakan metode 

pewarnaan CBB sebagaimana dijelaskan oleh (Adeyayo & Uthman, 2021). Dengan 

sedikit modifikasi, suspensi kultur Bt yang mengandung spora dan kristal diambil 
setelah inkubasi, kemudian dibuat preparat ulas pada kaca objek dan difiksasi dengan 
pemanasan. Preparat diamati menggunakan mikroskop cahaya dan fase kontras 
dengan perbesaran 100x-1000x. Koloni yang menunjukkan keberadaan sel batang, 
spora, dan inklusi parasporal kristal dinyatakan positif isolat Bt. 

 
HASIL DAN PEMBAHASAN 

Hasil isolasi bakteri Bacillus thuringiensis (Bt) dari tiga sampel tanah Perkebunan 
Kelapa Sawit di Kabupaten Batubara diperoleh sejumlah varian isolat. Koloni 
dibedakan secara morfologi berdasarkan pengamatan mikroskopis. Identifikasi secara 
karakteristik morfologi dengan menggunakan media Luria-Bertani (LB). 

 

Tabel 1. Karakteristik morfologi koloni dan pewarnaan gram isolat bakteri dari tanah 
Perkebunan Kelapa Sawit di Batubara  

No. Isolate 
Total 

coloni 
Shape Edge Elevation Colour Cell Gram 

1. 
2. 
3. 
4. 
5. 
6. 
7. 
8. 
9. 

BTKS 01 
BTKS 01 
BTKS 01 
BTKS 05 
BTKS 05 
BTKS 05 
BTKS 07 
BTKS 07 
BTKS 07 

11 
11 
7 

25 
3 
1 

32 
11 
1 

Circular 
Circular 
Circular 
Irregular 
Circular 
Circular 
Irregular 
Irregular 
Irregular 

Entire  
Curred  
Entire  

Undulate  
Entire  
Entire  
Lobate 

Undulate 
Entire 

Convex 
Convex 
Convex 
Raised 

Purvinate 
Convex 
Convex 
Convex 
Convex 

White 
cream 
White 
White 
cream 
White 
cream 
White 
Cream 

Basil 
Basill 
Basil 
Basil 
Basil 

Coccus 
Basil 
Basil 

Coccus 

(+) 
(+) 
(-) 
(+) 
(+) 
(-) 
(+) 
(+) 
(-) 

Keterangan: Isolat 1–3 berasal dari lokasi 1, isolat 4–6 dari lokasi 2, dan isolat 7–9 dari lokasi 3. 
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Hasil ini sesuai dengan penelitian (Adeyemo et al., 2018), mengatakan 
karakteristik isolat yang diduga Bakteri Bacillus thuringiensis isolat yang telah diperiksa 
umumnya, koloni berwarna krem, cenderung memiliki tampilan kaca buram yang besar, 
awalnya, tetapi menjadi buram dan menyebar di atas lempeng seperti yang ditunjukkan 
pada cawan petri. Beberapa koloni bersifat mukoid, yang lain rapuh. Delapan isolat 
bersifat Gram-positif dan pembentuk spora. Bakteri Bacillus thuringiensis adalah bakteri 
tanah saprofit fakultatif Gram-positif dan pembentuk spora anaerob. Toksisitasnya 
disebabkan oleh endotoksin, yang terbuat dari protein yang diproduksi dan dirakit saat 
bakteri bersporulasi.(Alba-Tercedor & Vilchez, 2023). 

Penelitian lain oleh Sridhara et al. (2021), Mengisolasi bakteri dari tanah lahan 
persawahan, India. Mendapatkan karakterisasi koloni isolat yang diduga Bacillus 
thuringiensis secara morfologi memiliki warna putih hingga krem, bentuk koloni circullar, 
permukaan yang halus hingga bergelombang, bentuk sel batang, dan bersifat gram 
positif, membentuk spora dan motil. Spora ditemukan ditengah sel, dan semua isolat 
menghasilkan protein kristal dengan berbagai bentuk. 

Berdasarkan hasil identifikasi morfologi koloni dan pewarnaan gram terhadap 
isolat bakteri yang diperoleh dari sampel tanah kebun kelapa sawit di tiga titik lokasi  
berbeda, didapatkan sembilan isolat dengan karakteristik koloni yang bervariasi. Hasil 
pewarnaan gram menunjukkan bahwa mayoritas isolat merupakan bakteri Gram positif, 
yang sesuai dengan karakteristik utama genus Bacillus, termasuk Bt. Dari sembilan 
isolat yang diuji, enam isolat menunjukkan hasil gram positif yaitu yang mewakili masing 
masing sampel Lokasi 1 (BTKS 01, BTKS 01) Lokasi 2 (BTKS 05,BTKS 05), dan lokasi 
3 (BTKS 07,BTKS 07), sedangkan ketiga isolat lainnya menunjukkan hasil gram negatif. 
Pengamatan bentuk sel memperlihatkan bahwa sebagaian besar isolat berbentuk basil 
sedangkan tiga lainnya berbentuk kokus. Hasil ini menunjukkan adanya keragaman 
morfologi bakteri yang diisolasi dari tanah perkebunan kelapa sawit (Golnari et al., 
2024). 
 

Sporulasi 
Proses induksi Sporulasi dilakukan untuk merangsang terbentuknya spora dan 

kristal protein (Cry/Cyt) pada isolat Bacillus thuringiensis (Bt) yang telah diidentifikasi 
sebelumnya. Isolat ditumbuhkan pada medium T3, medium ini telah terbukti 
mendukung pembentukan struktur parasporal secara efisien (Hassan et al., 2021; 
Belderok et al., 2022). Inkubasi dilakukan pada suhu 30o C dengan kecepatan rotasi 
200 rpm selama 7 hari. Hasil inkubasi diperoleh pelet yang menunjukkan adanya 
kristal protein parasporal (Ortiz & Sansinenea, 2022). 

 

Pewarnaan Coomassie Briliant Blue (CBB) 
Pengamatan kristal protein dilakukan dengan pewarnaan Coomassie Brilliant 

Blue (CBB) dan menunjukkan adanya endospora. Pada pewarnaan untuk keberadaan 
kristal protein, ditemukan 10 isolat yang menunjukkan hasil positif. Kristal protein 
diamati di bawah mikroskop fase kontras yang disaring dengan bentuk melingkar 
hingga kuboid (Kumar et al, 2021). 

 Ketiga isolat yang telah terindentifikasi positif menghasilkan endospora. 
Dilakukan uji lanjut menggunakan pewarnaan Coomasie Brilliant Blue (CBB) untuk 
mengamati keberadaan  kristal protein (Cry atau Cyt). Kristal ini merupakan toksin 
protein yang hanya diproduksi oleh Bacillus thuringiensis selama fase sporulasi. 
Perwarnaan CBB efektif karena afnitas tinggi terhadap peptida, sehingga dapat 
mengikat  dan memperjelas struktur kristal protein secara mikroskopis. 

Hasil pewarnaan CBB menunjukkan bahwa ketiga isolat tersebut memberikan 
hasil positif, ditandai dengan tampaknya kristal sebagai struktur bercahaya atau terang 
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di dalam sel bakteri (Gambar 2). Hasil positif pada ketiga isolat (BTKS 01, BTKS 05, 
BTKS 07) memperkuat identifikasi bahwa ketiganya merupakan Bacillus thuringiensis 
dan memiliki potensi untuk digunakan sebagai agen hayati pengendali serangga. 

 

 
Gambar 2. Mikrograf sel Bacillus thuringiensis hasil pewarnaan Coomassie Brilliant 

Blue dibawah mikroskop fase kontras (Perbesaran 50µm). (A)Isolat dari sampel 
pertama BTKS 01. (B) Isolat sampel kedua BTKS 05, dan (C) Isolat sampel ketiga 

BTKS07 
 

Bacillus thuringiensis menunjukkan ciri-ciri yang sangat unik dibandingkan 
dengan bakteri lain. Morfologi dan biokimia tubuh parasporanya serta pola plasmidnya 
unik di antara galur Bacillus lainnya. Karakteristik lain, seperti kurangnya toksisitas 
terhadap serangga rentan yang diketahui dan serotipenya, berkontribusi pada 
kekhasan tersebut. Identifikasi pewarna CBB  menguatkan pengamatan mikroskopis 
awal mengenai identitas spesies(Lo´pez et al., 1996). Hasil dari penelitian (Talat A. El-
kersh, 2011), Setelah skrining awal dengan mikroskop kontras fase, semua isolat Bt 
memiliki banyak karakteristik morfologi dalam hal susunan rantai sel, bentuk spora 
elipsoidal(Berkelmann et al., 2020). 

 
KESIMPULAN  

Berdasarkan hasil penelitian, dapat disimpulkan bahwa isolat Bacillus 
thuringiensis berhasil diperoleh dari tanah perkebunan kelapa sawit di Kabupaten 
Batubara dan berpotensi untuk dikembangkan sebagai agen biokontrol hama terpadu. 
Hasil pewarnaan Coomassie Brilliant Blue (CBB) menunjukkan adanya kristal protein 
berwarna biru yang menjadi ciri khas Bt. 
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