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Belacan depik is one of Gayo's fermented fish products, which is still rarely 

studied scientifically. This product is a fermented fish paste made from 

depik fish (Rasbora Tawarensis). Scientific studies regarding the yeast 

involved in the fermentation of depik fish have never been reported. This 

study aims to characterize and identify yeasts that have proteolytic activity. 

This study was designed as an exploratory laboratory study, beginning with 

the isolation and characterization of the yeast from belacan depik and 

identification molecularly. The three pure isolates Y1, Y2 and Y3 that were 

successfully isolated had various morphological and biochemical 

characteristics. Only Y2 isolate has proteolytic activity. The results of 

molecular recognition showed that isolate B1 was identified as 

Rhodotorula mucilaginosa strain IMUFRJ 52392 with 100% homology and 

query cover. The identification of Rhodotorula in belacan depik products 

indicates a certain role during fermentation. Further studies are needed 

regarding its role during fermentation and its potential as a biological 

agent in improving the quality of belacan depik. 
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PENDAHULUAN  

Fermentasi adalah salah satu metode 

pengawetan tradisional yang banyak digunakan 

untuk meningkatkan keamanan pangan, umur 

simpan, nutrisi dan atribut organoleptik makanan. 

Ikan merupakan salah satu bahan pangan yang 

sering diawetkan dengan fermentasi, disamping 

diawetkan dengan pengeringan dan pengasinan. 

Pengawetan ikan dengan fermentasi telah lama 

berkembang di berbagai belahan dunia dan 

merupakan  bagian integral dari suatu budaya 

(Ngasotter et al. 2020).   

Produk ikan fermentasi sangat umum 

ditemukan di negara-negara Asia. Berdasarkan 

bahan baku yang digunakan, jenis ikan fermentasi 

dapat dikelompokan menjadi dua yaitu produk 

fermentasi ikan air tawar dan ikan laut atau 

kerang. Biasanya, produk ikan fermentasi ini 

merupakan produk asin akibat adanya 

penambahan garam dengan konsentrasi yang 

bervariasi (Narzary et al. 2021). 

Salah satu produk fermentasi ikan air tawar 

yang ada di Indonesia adalah belacan depik. 

Produk ini berbahan baku ikan air tawar Rasbora 

tawarensis, yang oleh masyarakat Gayo (salah 

satu kelompok suku di Aceh yang mendiami 

Dataran Tinggi Gayo) disebut dengan ikan depik. 

Ikan depik yang digunakan dalam pembuatan 

belacan adalah ikan depik yang sudah dikeringkan 

kemudian difermentasi dengan penambahan 

sejumlah bahan-bahan tertentu seperti rempah dan 

garam. Ikan depik termasuk kelompok ikan kecil, 

berukuran seperti telunjuk dengan panjang 

maksimal 120 mm. Ikan ini merupakan endemik 

khas Danau Laut Tawar yang terletak di 

kabupaten Aceh Tengah (Rahmi et al. 2021). Pada 

Gambar 1 dapat dilihat transformasi ikan depik 

segar menjadi ikan depik kering dan belacan 

depik. 

 
Gambar 1 Rasbora tawarensis dan produk olahannya 

(Rahmi et al. 2021) 

Sekilas dari teksturnya, belacan depik mirip 

dengan terasi berupa pasta, namun memiliki 

warna dan aroma yang lebih spesifik akibat 

adanya penggunaan rempah yang sangat 

kompleks dalam pembuatannya. Bahan-bahan 

yang digunakan dalam pembuatan belacan depik 

ini adalah ikan depik kering, lengkuas, kunyit, 

daun jeruk purut, garam dan sejumlah kecil 

rempah lainnya (Muzaifa, 2015; Rahmi et al., 

2021). Selama proses fermentasi belacan depik, 

diduga terjadi sejumlah perubahan komponen 

kimia yang berperan dalam pembentukan aroma 

dan citarasa belacan depik yang khas. Hal ini 

sebagaimana produk fermentasi lainnya tentu saja 

melibatkan sejumlah mikroorgansime tertentu.  

Informasi ilmiah mengenai mikroorgansime 

yang terlibat dalam fermentasi belacan depik 

masih sangat terbatas. Sejauh ini identifikasi yang 

telah berhasil dilakukan baru sebatas pada 

identifikasi bakteri asam laktat (BAL) proteolitik 

yaitu Enterococcus faecium (Rahmi et al. 2021) 

dan bakteri proteolitik non-BAL, Bacillus subtilis 

dan Staphylococcus hominis (Murlida et al. 2020). 

Pada makanan fermentasi tradisional, fermentasi 

spontan sering melibatkan interaksi antar 

kelompok mikroorganisme, seperti bakteri-

bakteri, khamir-khamir, dan khamir-bakteri. 

Interaksi ini menciptakan sekelompok 

mikroorganisme heterogen yang bekerja secara 

sinergis, menghasilkan dampak yang signifikan 

terhadap rasa, tekstur dan bau produk akhir (Aidoo 

et al. 2006, Johansen et al. 2019).  

Terdapat dua kelompok utama 

mikroorganisme yang berperan penting dalam 

menghasilkan karakter khas ikan fermentasi yaitu 

BAL dan khamir (Steinkraus 2022). Belum ada 

laporan ilmiah mengenai khamir yang terdapat 

pada fermentasi belacan depik.  BAL dan khamir 

telah diketahui berperan utama dalam fermentasi 

makanan dengan bekerja sama untuk membentuk 

mikrobiota yang kompleks. Selama ini BAL lebih 

populer sebagai mikroorganisme utama dalam 

fermentasi makanan karena menghasilkan banyak 

zat seperti asam organik, senyawa aromatik, dan 

peptida yang tidak hanya untuk mendorong proses 

fermentasi tetapi juga untuk menghambat 

pertumbuhan organisme yang tidak diinginkan. 

Hanya sedikit laporan penelitian tentang spesies 

khamir yang dominan dalam jenis makanan 

fermentasi ini. Khamir dominan yang umumnya 

terdapat pada makanan fermentasi (ikan dan 

daging) adalah dari genus Candida, 

Saccharomyces, Pichia, Zygosaccharomyces, 
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Debaryomyces dan Hanseniaspora (Kuncharoen 

et al. 2020). Khamir yang mampu memecah 

protein (memiliki aktivitas proteolitik) diduga 

berperan penting dalam fermentasi belacan depik. 

Penelitian ini bertujuan untuk mengkarakterisasi 

dan identifikasi khamir proteolitik asal belacan 

depik. 

METODE 

Bahan dan Alat 

Bahan baku yang digunakan dalam 

penelitian ini adalah belacan depik, diperoleh dari 

salah satu produsen di Kabupaten Aceh Tengah. 

Bahan yang digunakan untuk analisis 

mikroorgansime adalah media tumbuh Sabouraud 

Dextrose Agar (SDA), pepton, susu skim, dan 

akuades. Peralatan yang digunakan adalah 

sejumlah peralatan gelas seperti cawan petri, gelas 

ukur, erlenmeyer, dan pipet tetes. Peralatan 

lainnya adalah timbangan analitik, vortex, 

autoklaf, inkubator, oven, laminar air flow colony 

counter dan desikator.  

Prosedur Penelitian 

Penelitian dilakukan di Laboratorium 

Mikrobiologi Industri dan Laboratorium Analisis 

Pangan Jurusan Teknologi Hasil Pertanian 

Fakultas Pertanian Universitas Syiah Kuala Banda 

Aceh.  Penelitian ini terdiri atas beberapa tahapan 

yaitu isolasi dan karakterisasi khamir dari belacan 

depik, skrining khamir proteolitik dan identifikasi 

khamir proteolitik secara molekuler. Secara 

skematis tahapan penelitian ini dapat dilihat pada 

Gambar 2. 

 
Gambar 2 Tahapan penelitian 

Prosedur kerja dari setiap tahapan tersebut 

dapat diuraikan sebagai berikut: 

Isolasi dan karakterisasi khamir 

Sebanyak 2 g sampel (belacan depik) 

ditimbang, disuspensikan kedalam larutan pepton 

dan dikocok Suspensi ini diambil sebanyak 1 mL 

dan dikultivasi kedalam cawan petri dengan 

metode pour plate menggunakan media DSA. 

Diinkubasi selama 48 jam pada suhu 35oC dan 

diamati karakteristik koloni yang muncul. Koloni 

tunggal dengan karakteristik yang berbeda 

diisolasi lanjut untuk memperoleh isolat yang 

benar-benar murni dengan cara streaking ke 

cawan petri lainnya dengan media yang sama. 

Isolat murni yang diperoleh diamati secara 

makroskopis meliputi morfologi koloni (warna, 

bentuk, elevasi, margin dan ukuran) dan secara 

mikroskopis terhadap bentuk selnya. Isolat juga 

diuji lanjut kemampuannya untuk tumbuh pada 

sumber karbon (karbohidrat) yang berbeda (Bell et 

al. 2005). 

Skrining khamir proteolitik  

Kemampuan khamir dalam mendegradasi 

protein diuji dengan cara menginokulasikan 

biakan khamir ke dalam media agar 2% w/v yang 

mengandung 1% susu skim. Diinkubasi selama 

24-48 jam dan diamati ada tidaknya zona jernih 

yang terbentuk (Nespolo and Brandelli 2010). 

Identifikasi khamir proteolitik secara molekuler 

Identifikasi khamir dilakukan dengan 

identifikasi gen 18S rRNA, dengan tahapan 

meliputi isolasi DNA isolat murni khamir, 
amplifikasi DNA dengan Polymerase Chain 

Reaction (PCR), elektroforesis gel agarosa hasil 

PCR, sekuensing gen 18S rRNA dan konstruksi 

pohon filogenetik.   

Pada penelitian ini untuk isolasi dan 

amplifikasi DNA dilakukan secara bersamaan 

menggunakan kit direct PCR (KOD FX Neo, 

Toyobo) mengikuti protokol perusahaan tersebut. 

Mesin PCR yang digunakan adalah personal 

mastercycler merek Eppendorf dengan 

menggunakan Universal Primer F: ITS-1 

(F)/Sequence: TCC GTA GGT GAA CCT GCG 

dan Primer R: ITS-4/Sequence: TCC TCC GCT 

TAT TGA TAT GC. Produk PCR dikirim ke PT 

Genetika Science Jakarta untuk dilakukan 

sekuensing. Data hasil sekuensing kemudian 

diedit menggunakan program MEGA 7 dan 

dianalisis menggunakan software Basic Local 

Alignment Search Tool (BLASTN) dengan 
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referensi dari Gen Bank National Center for 

Biotechnology Information (NCBI). Prosedur ini 

digunakan untuk menentukan spesies yeast yang 

memiliki homologi terbesar dan paling dekat 

secara molekuler.  

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Karakteristik Morfologis dan Biokimia  

Berdasarkan hasil isolasi, diperoleh tiga jenis 

koloni yang berbeda sehingga ketiga jenis koloni 

inilah yang dimurnikan yaitu isolat Y1, Y2 dan Y3 

(Tabel 1).   

Koloni ketiga isolat khamir (Y1, Y2, Y3) 

memiliki bentuk dan margin yang sama yaitu bulat 

dan entire serta bentul sel oval (ovoid).  Warna 

ketiga isolat bervariasi yaitu krem, oranye dan 

putih.  Koloni berukuran kecil hingga sedang 

dengan elevasi koloni flat hingga raised. Dengan 

adanya perbedaan ini diawal dapat diduga bahwa 

ketiga khamir ini merupakan jenis yang berbeda. 

Perbedaan ini dapat terjadi karena adanya ekpresi 

gen diferensial (Collection 2015).  

Christopher and Bruno (2003) menyebutkan 

bahwa koloni berasal dari sel tunggal yang 

berkembang dan berkembang biak dalam jumlah 

hingga jutaan sel. Masing-masing koloni memiliki 

tampilan yang dapat berbeda dalam hal bentuk, 

ukuran, warna, margin dan tekstur. Sehingga jika 

suatu koloni ditumbuhkan pada media sejenis dan 

menunjukkan perbedaan tampilan maka dapat 

diduga mikroorganisme tersebut berbeda spesies. 

Namun demikian karena banyaknya jenis spesies 

yang mempunyai kemiripan morfologi, maka uji 

ini harus dikonfirmasi lanjut dengan uji lainnya. 

Tabel 1 lebih lanjut menunjukkan hasil uji 

pertumbuhan isolat khamir pada sumber karbon 

yang berbeda.  Seluruh isolat mampu 

menggunakan glukosa, namun bervariasi pada 

penggunaan laktosa dan sukrosa.  Ceapa (2015) 

menyebutkan bahwa karbohidrat dibutuhkan 

sebagai sumber energi utama untuk pertumbuhan 

mikroorganisme tetapi kemampuan setiap 

mikroorganisme dalam memanfaatkan 

karbohidrat berbeda-beda. Ada yang mampu 

memecah karbohidrat tertentu namun tidak dapat 

memecah karbohidrat jenis lainnya sehingga 

kemampuan menggunakan karbohidrat tertentu 

dapat dijadikan dasar dalam menentukan jenis 

mikroorgansime. 
 

Tabel 1 Karakteristik morfologi koloni dan sel khamir 

Karakteristik 

Morfologi 

Isolat 

Y1 Y2 Y3 

Bentuk:   

  - Koloni        

  - Sel 

 

bulat 

oval 

 

bulat  

oval 

 

bulat 

oval 

Warna koloni krem oranye putih 

Ukuran koloni kecil sedang sedang 

Margin koloni entire entire entire 

Elevasi koloni flat raised raised 

Budding + + + 

Sumber karbon: 

 - sukrosa 

 - glukosa 

 - laktosa 

 

- 

+ 

- 

 

+ 

+ 

- 

 

- 

+ 

- 
 

Tabel 2 Skrining khamir proteolitik 

Isolat khamir Aktivitas Enzim Proteolitik Ukuran zona bening 

Y1 - - 

Y2 + 1,6 mm 

Y3 - - 
Ket: +: mempunyai aktivitas proteolitik  

         -: tidak mempunyai aktivitas proteolitik  
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Tabel 3 Hasil sekuensing dan identifikasi  

Forward Y2 
CGAGCGAAGCGGGAAGAGCTCAAATTTATAATCTGGCACCTTCGGTGTCCGAGTTGTAATCTCTAGAAATGT

TTTCCGCGTTGGACCGCACACAAGTCTGTTGGAATACAGCGGCATAGTGGTGAGACCCCCGTATATGGTGCG
GACGCCCAGCGCTTTGTGATACATTTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCAAATTGGGTGGTAA

ATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACCGTGAGGGAAAGATGAAAAGC

ACTTTGGAAAGAGAGTTAACAGTACGTGAAATTGTTGGAAGGGAAACGCTTGAAGTCAGACTTGCTTGCTG

AGCAATCGGTTTGCAGGCCAGCATCAGTTTTCCGGGATGGATAATGGTAGAGAGAAGGTAGCAGTTTCGGC
TGTGTTATAGCTCTCTGCTGGATACATCTTGGGGGACTGAGGAACGCAGTGTGCCTTTGGCGGGGGTTTCGA

CCTCTTCACACTTAGGATGCTGGTGGAATGGCTTTAAACGACCC 

Reverse Y2 
CAGCATCCTAAGTGTGAAGAGGTCGAAACCCCCGCCAAAGGCACACTGCGTTCCTCAGTCCCCCAAGATGT
ATCCAGCAGAGAGCTATAACACAGCCGAAACTGCTACCTTCTCTCTACCATTATCCATCCCGGAAAACTGAT

GCTGGCCTGCAAACCGATTGCTCAGCAAGCAAGTCTGACTTCAAGCGTTTCCCTTCCAACAATTTCACGTAC

TGTTAACTCTCTTTCCAAAGTGCTTTTCATCTTTCCCTCACGGTACTTGTTCGCTATCGGTCTCTCGCCAATAT

TTAGCTTTAGATGGAATTTACCACCCAATTTGAGCTGCATTCCCAAACAACTCGACTCTTCGAAAATGTATC
ACAAAGCGCTGGGCGTCCGCACCATATACGGGGGTCTCACCACTATGCCGCTGTATTCCAACAGACTTGTGT

GCGGTCCAACGCGGAAAACATTTCTAGAGATTACAACTCGGACACCGAAGGTGCCAGATTATAAATTTGAG

CTCTTCCCGCTTCGCTCGCCGCTACTAGGGGAATCCTTGTTAGTTTCTTTTCCTCCGCT 

Consensus 
AGCGGAGGAAAAGAAACTAACAAGGATTCCCCTAGTAGCGGCGAGCGAAGCGGGAAGAGCTCAAATTTAT

AATCTGGCACCTTCGGTGTCCGAGTTGTAATCTCTAGAAATGTTTTCCGCGTTGGACCGCACACAAGTCTGT

TGGAATACAGCGGCATAGTGGTGAGACCCCCGTATATGGTGCGGACGCCCAGCGCTTTGTGATACATTTTCG

AAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCAAATTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAG
AGACCGATAGCGAACAAGTACCGTGAGGGAAAGATGAAAAGCACTTTGGAAAGAGAGTTAACAGTACGTG

AAATTGTTGGAAGGGAAACGCTTGAAGTCAGACTTGCTTGCTGAGCAATCGGTTTGCAGGCCAGCATCAGT

TTTCCGGGATGGATAATGGTAGAGAGAAGGTAGCAGTTTCGGCTGTGTTATAGCTCTCTGCTGGATACATCT

TGGGGGACTGAGGAACGCAGTGTGCCTTTGGCGGGGGTTTCGACCTCTTCACACTTAGGATGCTGGTGGAAT
GGCTTTAAACGACCC 

Hasil Identifikasi:  

Rhodotorula mucilaginosa strain IMUFRJ 52392. Homology 100% and Query Cover 100%. 

 
Gambar 2 Konstruksi pohon filogenetik

Skrining dan Identifikasi khamir Proteolitik 

Dari 3 isolat murni khamir yang diperoleh 

sebelumnya, hanya isolat Y2 yang terkonfirmasi 

mampu memecah protein pada tahapan skrining. 

Hasil skrining enzim proteolitik isolat khamir 

dapat dilihat pada Tabel 2. 

Berdasarkan Tabel 3, isolat Y2 menghasilkan 

zona bening sebesar 1,6 mm. Zona bening 

mengindikasikan bahwa isolat Y2 merupakan 

kelompok khamir yang   mampu memecah 

protein, dalam hal ini memecah susu skim menjadi 

sumber karbon. Dengan adanya kemampuan ini, 

maka isolat Y2 yang berpotensi menjadi starter 

dalam meningkatkan kualitas produk belacan 

depik. Hasil penelitian Rahmi et al. (2021) 

menyebutkan bahwa terjadi penurunan protein 

ikan depik setelah diolah menjadi belacan. Hal ini 

mengindikasikan adanya aktivitas 

mikroorganisme yang memecah protein dan 

diduga salah salah satunya adalah aktivitas dari 

khamir proteolitik. 

Hasil elektroforesis sekuensing dan 

identifikasi khamir yang mempunyai aktivitas 

proteolitik ini dapat dilihat pada Tabel 3.  
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Hasil BLAST dengan data genom di 

National center for Biotechnology Information 

(NCBI) menunjukkan bahwa secara molekuler 

isolat Y2 teridentifikasi sebagai Rhodotorula 

mucilaginosa strain IMUFRJ 52392 dengan 

homologi 100% dan query cover 100%.  

Konstruksi pohon filogenetik terhadap 

Rhodotorula mucilaginosa strain IMUFRJ 52392 

dapat dilihat pada Gambar 2.  

Berdasarkan Gambar 2 diatas, terlihat bahwa 

Rhodotula mucilagnosa 3403 (yang merupakan 

isolat Y2) dengan nilai boostrap 73% berada pada 

cabang yang sama dan memiliki kekerabatan 

terdekat dengan Rhodotorula mucilaginosa strain 

IMUFRJ 52392. Hal ini menunjukkan bahwa 

kedua isolat adalah spesies yang sama. Menurut 

(Ludwig and Klenk, 2001), dua isolat yang berada 

pada cabang yag sama merupakan spesies yang 

sama sehingga benar isolat yang diperoleh ini 

berkerabat dengan kelompok Rhodotula.  

Rhodotorula adalah kelompok yeast yang 

termasuk dalam filum Basidiomycota, famili 

Sporidiobolaceae, dan kelas Microbotryomycetes. 

Dapat ditemukan pada berbagai sumber 

lingkungan yang sangat bervariasi mulai dari 

iklim ekstrem di laut dalam hingga gurun dingin 

Arktik, tanah, udara dan tanaman (Sen et al. 

2019). Rhodotula merupakan salah satu kelompok 

yeast yang ditemukan pada produk fermentasi 

tradisional (Tamang et al. 2016, Jasmine et al. 

2019).   

Keberadaan Rhodotula pada produk belacan 

depik ini diduga berasal dari ikan depik segar 

sebagai microflora indigenus. Yeast dari strain 

Rhodotorula mucilaginosa dilaporkan 

berkolonisasi dalam saluran cerna sejumlah ikan 

sebagai mikroflora komensal yang menetap secara 

permanen. Interaksi Rhodotorula spp. dengan ikan 

dianggap sebagai mekanisme hubungan simbiosis 

berdasarkan stimulasi mekanisme non-spesifik 

imunoproteksi ikan (Bogulawska-Was et al. 

2019). Masih terindentifikasinya Rhodotorula 

pada produk belacan depik ditambah 

kemampuannya memecah enzim spesifik 

(proteolitik), menunjukkan adanya peran tertentu 

selama fermentasi. Sehingga perlu dikaji lanjut 

perannya selama fermentasi dan potensinya 

sebagai agen biologis dalam meningkatkan mutu 

belacan depik. 

KESIMPULAN 

Penelitian ini berhasil mengisolasi tiga isolat 

khamir murni asal belacan depik dengan 

karakteristik morfologi dan biokimia yang 

bervariasi. Hanya satu isolat yang mampu 

memecah protein (mempunyai aktivitas 

proteolitik) yaitu isolat Y2 yang selanjutnya 

diidentifikasi secara molekuler. Hasil identifikasi 

molekuler menunjukkan bahwa khamir proteolitik 

asal belacan depik teridentifikasi sebagai 

Rhodotorula mucilaginosa strain IMUFRJ 52392 

dengan homology sebesar 100% dan query cover 

100%. Yeast ini perlu dikaji potensinya sebagai 

starter belacan depik dimasa yang akan datang 

sehingga mampu meningkatkan mutu belacan 

depik.   
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