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Suharti_Biokimia 

 

Kajian Diversitas Keratinase  

Berdasarkan Urutan Residu Asam Amino dan Struktur Protein 

 

Suharti 

Jurusan Kimia, FMIPA, Universitas Negeri Malang 

Jalan Semarang 5, Malang 65145 

e-mail : suharti.fmipa@um.ac.id 

 
Abstrak: Miotermus taiwanensis memiliki aktifitas keratinase sangat 

tinggi dan menarik untuk digunakan sebagai landasan kajian diversitas 

keratinase. Penelitian ini melaporkan analisis global keratinase 

berdasarkan urutan residu asam amino dan struktur tiga dimensinya. 

Sekuen protein diunduh dari pangkalan data NCBI (Center for 

Biotechnology Information) dengan menggunakan urutan protein 

keratinase dari M. taiwanensis. Seratus protein diseleksi dengan 

identitas minimal 65 % dan analisis urutan residu asam amino 

menunjukkan pemisahan protein tersebut menjadi dua kelompok, 

sedangkan analisis domain mengelompokkan semuanya ke dalam 

protease serin. Analisis kesamaan struktur 3D hanya memiliki kesamaan 

di bawah 40 % dan keunikan domain  membedakannya dari protease 

lainnya.  

 

Kata kunci: keratinase, diversitas, struktur 

 

Abstract : Miotermus taiwanensis has a very high keratinase activity 

and it is interesting to use as a foundation for keratinase diversity 

studies. This study reported a global keratinase analysis based on the 

sequence of amino acid residues and their 3D structure. The protein 

sequence was downloaded from the NCBI (Center for Biotechnology 

Information) database using the protein sequence of keratinase from M. 

taiwanensis. One hundred proteins were selected with a minimum 

identity of 65 % and the analysis of the amino acid sequence  showed 

the separation of the protein into two groups, whereas the domain 

analysis grouped them all into serina proteases. The similarity analysis 

of 3D structure had only similarity below 40 % and doman uniqueness 

of its structure that distinguish it from other proteases. 

 

Keywords: keratinase, diversity, structure 

 

 

 Protease dapat dijumpai di semua organisme baik prokariot, eukariot, 

maupun virus. Fungsi protease dalam mengkatalisis reaksi fisioligis sangat 

bervariasi. Porphyromonas gingivalis dan Porphyromonas endodontalis 

merupakan mikroba yang tidak mampu menggunakan karbohidrat sebagai sumber 

karbon maupun energi. Mikroba ini menghasilkan protease-protease ekstraseluler 

untuk mendegradasi protein menjadi tripeptida (Bezerra dkk., 2017). Protease tipe 

I dari Human immunodeficiency virus (HIV) berperan dalam pemrosesan 

poliprotein dan maturasi virus (Paulsen dkk., 2017). Bacillus subtilis menghasilkan 

protease intraselular dan ektraselular dengan fungsi yang berbeda. Salah satu 
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protein intraseluler berkaitan dengan proses sporulasi sedangkan protease 

ekstraselular tidak berkaitan sama sekali dengan proses sporulasi  (Sastry dkk., 

1983). Penelitian yang dilakukan oleh Connelly dkk. (2004) menunjukkan bahwa 

protease dari B. Subtilis memiliki peran dalam pembentukan biofilm. Terlepas dari 

peran fisiologis protease yang sangat bervariasi, kemampuannya dalam 

menghidrolisis protein menjadikan protease merupakan salah satu enzim industri 

yang sangat penting.  

 Salah satu protease spesifik yang penting untuk industri dan penanganan 

limbah adalah keratinase. Berbeda dengan protease umumnya, keratinase 

merupakan satu satunya kelompok protease yang mampu mendegradasi keratin. 

Keratin adalah protein serat yang sangat hidrofobik dan mengandung banyak 

jembatan disulfida yang menghubungkan untaian protein. Jembatan disulfida dapat 

terbentuk secara intramolekular maupun intermolekular.  Bakteri termofilik, 

Miotermus taiwanensis, dilaporkan mampu menghasilkan keratinase dan 

mendegradasi bulu ayam dalam dua hari (Wu, dkk., 2017). Lebih jauh, struktur 

kristal keratinase dari M. taiwanensis sangat mirip dengan  protein yang mirip 

subtilisin dari keluarga protein S8 yang memiliki homologi sangat rendah. 

Keratinase tersebut dilaporkan mampu menghidrolisis susbtrat protein yang tidak 

larut dengan spektrum yang cukup luas. Penemuan ini dapat digunakan untuk 

menganalisis dan mengidentifikasi protein-protein yang telah disimpan di pustaka 

protein.  

 

METODE 

 Pengunduhan protein dilakukan melalui prosedur Blasting menggunakan 

blastp dengan target maksimum penyejajaran sejumlah 100 protein. Blasting 

dilakukan menggunakan program yang disediakan pada pangkalan data NCBI 

(Center for Biotechnology Information) dengan menggunakan urutan asam amino 

keratinase dari M. taiwanensis sebagai query. Seratus protein hasil blasting diunduh 

untuk analisis lebih lanjut. Urutan asam amino disimpan dalam format FASTA dan 

disejajarkan urutan asam aminonya menggunakan program Clustal X2. Asam 

amino yag telah disejajarkan digunakan untuk membuat pohon filogeni 

menggunakan program MEGA6 dengan mengaplikasikan metode statistik 

Neighbor-Joining. Analisis sisi pengikatan dilakukan menggunakan program PSI 

Blast Iteration 1 menggunakan amino keratinase dari Miotermus taiwanensis 

sebagai query. Analisis kesamaan struktur dilakukan menggunakan jFATCAT-

rigid algorithm yang tersedia di The Research Collaboratory for Structural 

Bioinformatics (RCSB).  

 

HASIL 

Blasting Protein Homolog 

  Tabel 1 menunjukkan seratus protein target yang dihasilkan dari 

penyejajaran urutan asam amino keratinase dari M. taiwanensis dengan protein 
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yang tersimpan di pangkalan data protein menggunakan  Blastp. Seratus protein 

homolog yang ditemukan memiliki identitas antara 65-95% dan sebagian besar 

dianotasikan sebagai serina protease dan peptidase S8. Gambar 1 adalah pohon 

filogeni dari keseratus protein yang mengelompok menjadi dua kelompok besar. 

Peptidase S8 merupakan satu famili protease dimana subtilisin yang juga 

dilaporkan memiliki aktifitas keratinase (Hu, dkk., 2013) memiliki identitas sekitar 

40% membentuk satu kelompok tersendiri diluar pohon filogeni tersebut. Pohon 

filogeni tidak menunjukkan pengelompokan yang jelas antara protein yang 

dianotasikan sebagai keratinase, serina protease dan peptidase S8.  

 Analisis sisi pengikatan ion kalsium menunjukkan adanya sisi pengikatan 2 

ion kalsium, namun demikian tidak ada konsensus asam amino yang jelas. Asam 

amino bermuatan seringkali muncul sejajar yang kemungkinan bertindak sebagai 

residu yang mengikat ion kalsium.   

 

Tabel 1. Seratus Protein yang Memiliki Homologi dengan Keratinase dari Miotermus 

taiwanensi 

Nomor Akses deskripsi Identitas Nomor Akses deskripsi Identitias 

5WSL_A Keratinase 

[Meiothermus 

Taiwanensis 

Wr-220] 

100% WP_073751009.1 serina 

protease 

[Streptomyces 

sp. CB03234] 

68% 

WP_027878411.1 serina 

protease 

[Meiothermus 

cerbereus] 

92% WP_031076043.1 serina 

protease 

[Streptomyces 

sp. NRRL S-

118] 

92% 

AGK06276.1 peptidase S8 

dan S53 

subtilisin 

kexin 

sedolisin 

[Meiothermus 

ruber DSM 

1279 

95% WP_037755922.1 serina 

protease 

[Streptomyces 

sp. CNR698] 

68% 

WP_013013786.1 peptidase S8 

[Meiothermus 

ruber] 

92% WP_018890082.1 peptidase S8 

[Streptomyces 

sp. CNT302] 

68% 

WP_027886826.1 serina 

protease 

[Meiothermus

] 

92% WP_028811516.1 serina 

protease 

[Streptomyces 

flavidovirens] 

66% 

WP_013158250.1 peptidase S8 

[Meiothermus 

silvanus] 

92% WP_051234721.1 serina 

protease 

[Lysobacter 

sp. 

URHA0019] 

70% 

OGN74239.1 serina 

protease 

[Chloroflexi 

bacterium 

GWB2_54_36

] 

91% WP_082566919.1 peptidase S8 

[Janibacter 

sp. Soil728] 

69% 
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Nomor Akses deskripsi Identitas Nomor Akses deskripsi Identitias 

WP_084542232.1 peptidase S8 

[Meiothermus 

chliarophilus] 

92% WP_084894800.1 serina 

protease 

[Streptomyces 

sp. CB03238] 

67% 

WP_038045160.1 peptidase S8 

[Thermus 

caliditerrae] 

92% WP_055643388.1 serina 

protease 

[Streptomyces 

venezuelae] 

67% 

WP_018466798.1 hypothetical 

protein 

[Meiothermus 

timidus] 

92% WP_027751999.1 serina 

protease 

[Streptomyces 

sp. CNH099] 

66% 

ODT01853.1 serina 

protease 

[Gemmatimon

adetes 

bacterium 

SCN 70-22] 

75% KRE39577.1 peptidase S8 

[Janibacter 

sp. Soil728] 

69% 

WP_088287761.1 protease 

[Kineosporia 

sp. A_224] 

72% WP_069928704.1 serina 

protease 

[Streptomyces 

agglomeratus] 

66% 

P80146.3 serina 

proteinase; 

Flags: 

Precursor 

71% WP_093005298.1 peptidase S8 

[Thermus 

arciformis] 

70% 

WP_092650547.1 hypothetical 

protein 

[Actinopolymo

rpha 

singaporensis

] 

72% WP_069932317.1 serina 

protease 

[Streptomyces 

agglomeratus] 

66% 

WP_092886438.1 hypothetical 

protein 

[Actinopolymo

rpha 

cephalotaxi] 

73% AOH35120.1 hypothetical 

protein 

BGP89_0104

5 [Luteimonas 

sp. JM171] 

68% 

WP_026174913.1 peptidase S8 

[Thermus 

igniterrae] 

71% WP_082381964.1 peptidase S8 

[Ardenticaten

a maritima] 

73% 

WP_088316551.1 serina 

protease 

[Kineosporia 

sp. R_H_3] 

71% WP_095209219.1 alkaline serina 

protease 

[Luteimonas 

sp. JM171] 

68% 

AAU14826.1 thermophilic 

protease 

[Thermus sp. 

KI-P1] 

92% 4DZT_A Serina 

Protease 

[Thermus 

Aquaticus Yt-

1] 

70% 

WP_073564776.1 serina 

protease 

[Archangium 

sp. Cb G35] 

67% WP_093654059.1 serina 

protease 

[Streptomyces 

wuyuanensis] 

67% 

WP_038035270.1 peptidase S8 

[Thermus 

parvatiensis] 

70% SDM36840.1 Serina 

protease, 

subtilisin 

family 

[Streptomyces 

wuyuanensis] 

67% 
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Nomor Akses deskripsi Identitas Nomor Akses deskripsi Identitias 

WP_067697917.1 serina 

protease 

[Actinoplanes 

awajinensis] 

70% WP_070010094.1 serina 

protease 

[Streptomyces 

abyssalis] 

65% 

WP_010832505.1 thermophilic 

protease 

[Nocardioides 

sp. CF8] 

71% EFH31599.1 peptidase S8 

and S53 

[Streptomyces 

pristinaespira

lis ATCC 

25486] 

65% 

EIA39321.1 aqualysin 1 

[Thermus 

parvatiensis] 

70% KMS86031.1 serina 

protease 

[Streptomyces 

regensis] 

68% 

WP_056888380.1 peptidase S8 

[Nocardioides 

sp. Soil777] 

71% KID28664.1 subtilisin-like 

serina 

protease 

[Prauserella 

sp. Am3] 

68% 

WP_063934655.1 serina 

protease 

[Archangium 

violaceum]  

67% WP_020610242.1 peptidase S8 

[Streptomyces 

sp. CNT372] 

65% 

WP_093518567.1 peptidase S8 

[Stigmatella 

erecta] 

69% WP_037776796.1 serina 

protease 

[Streptomyces 

pristinaespira

lis] 

65% 

WP_013557460.1 peptidase S8 

[Deinococcus 

maricopensis] 

70% OEV31048.1 serina 

protease 

[Streptomyces 

nanshensis] 

65% 

WP_015620121.1 peptidase S8 

[Actinoplanes 

sp. N902-109] 

71% WP_084705916.1 serina 

protease 

[Prauserella 

rugosa] 

68% 

WP_056862838.1 serina 

protease 

[Nocardioides

] 

70% WP_028430135.1 serina 

protease 

[Streptomyces 

sp. TAA204] 

66% 

WP_055486563.1 serina 

protease 

[Streptomyces 

sp. WMMB 

322] 

67% WP_101526220.1 peptidase S8 

[Nocardioides 

sp. 78] 

70% 

WP_014514848.1 peptidase S8 

[Thermus sp. 

CCB_US3_U

F1] 

72% WP_030487602.1 serina 

protease 

[Micromonos

pora 

chokoriensis] 

69% 

WP_015722548.1 peptidase S8 

[Geobacter 

sp. M18] 

68% WP_040875468.1 serina 

protease 

[Streptomyces 

purpureus] 

66% 

WP_013557461.1 peptidase S8 

[Deinococcus 

maricopensis] 

71% WP_013177765.1 peptidase S8 

[Truepera 

radiovictrix] 

66% 

WP_020577590.1 hypothetical 

protein 

[Actinopolymo

rpha alba] 

70% WP_017984688.1 peptidase S8 

[Amycolatopsi

s 

methanolica] 

68% 
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Nomor Akses deskripsi Identitas Nomor Akses deskripsi Identitias 

WP_084298359.1 serina 

protease 

[Actinoplanes 

friuliensis] 

70% WP_094008967.1 serina 

protease 

[Amycolatops

is sp. 

KNN50.9b] 

68% 

WP_092381399.1 peptidase 

S8/S53 

subtilisin 

kexin 

sedolisin 

[Xiangella 

phaseoli] 

71% WP_093615417.1 serina 

protease 

[Streptomyces 

indicus] 

66% 

WP_047862641.1 serina 

protease 

[Archangium 

gephyra] 

66% WP_091672143.1 serina 

protease 

[Micromonos

pora 

auratinigra] 

69% 

AGZ40329.1 putative 

subtilase-

family 

protease 

[Actinoplanes 

friuliensis 

DSM 7358] 

70% WP_020420484.1 peptidase S8 

[Amycolatops

is sp. ATCC 

39116] 

68% 

AKJ05184.1 Alkaline 

serina 

exoprotease A 

precursor 

[Archangium 

gephyra]  

66% WP_027934180.1 serina 

protease 

[Amycolatops

is 

thermoflava] 

67% 

WP_018461818.1 peptidase S8 

[Thermus 

oshimai]  

69% WP_028434805.1 serina 

protease 

[Streptomyces 

sp. TAA486] 

65% 

WP_091517256.1 serina 

protease 

[Amycolatops

is sacchari] 

70% WP_073830192.1 serina 

protease 

[Micromonos

pora sp. 

TSRI0369] 

366 

71% 

WP_091517256.1 serina 

protease 

[Amycolatops

is sacchari] 

70% WP_052578394.1 serina 

protease 

[Actinosporan

gium sp. 

NRRL B-

3428 

67% 

SFK95994.1 Serina 

protease, 

subtilisin 

family 

[Amycolatops

is sacchari] 

70% WP_083668740.1 peptidase S8 

[Saccharothri

x sp. 

CB00851] 

67% 

WP_013556359.1 peptidase S8 

[Deinococcus 

maricopensis] 

70% CAA30559.1 unnamed 

protein 

product 

[Thermus 

aquaticus] 

70% 

WP_067280788.1 serina 

protease 

[Streptomyces 

jeddahensis] 

67% WP_047019188.1 serina 

protease 

[Streptomyces 

sp. CNQ-509] 

68% 
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Nomor Akses deskripsi Identitas Nomor Akses deskripsi Identitias 

WP_013704806.1 peptidase S8 

[Marinithermu

s 

hydrothermali

s] 

70% WP_091242997.1 serina 

protease 

[Aquimonas 

voraii] 

66% 

WP_017364867.1 serina 

protease 

[Methylococc

us capsulatus] 

68% WP_018786000.1 peptidase S8 

[Micromonos

pora] 

71% 

WP_010960195.1 serina 

protease 

[Methylococc

us capsulatus] 

68% WP_043325696.1 serina 

protease 

[Micromonos

pora] 

71% 

WP_083423476.1 peptidase S8 

[Stigmatella 

aurantiaca] 

68% WP_054295742.1 hypothetical 

protein 

[Kibdelospora

ngium 

phytohabitans

] 

67% 

WP_017944829.1 peptidase S8 

[Streptomyces 

sp. CNS615] 

68% WP_091419936.1 serina 

protease 

[Micromonos

pora 

tulbaghiae] 

70% 

 
Gambar 1. Pohon filogeni dari seratus protein yang memiliki homologi dengan keratinase 

dari M. taiwanensis 
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Analisis Kesamaan Struktur 3D 

 Analisis kesamaan struktur dilakukan menggunakan jFATCAT-rigid 

algorithm yang tersedia di RCSB tidak memberikan kesejajaran struktur 3D dari 

semua struktur protein yang tersimpan di Bank Data. Struktur 3D yang memberikan 

identitas sebesar 40 %  adalah struktur dari subtilisin serina protease dari Bacillus 

lentus. Gambar 2 menggambarkan tiga struktur yang mirip yaitu keratinase dari M. 

taiwanensis (A), subtilisin serina protease dari B. lentus (B), dan subtilisin serina 

protease dari Bacillus licheniformis. Ketiga struktur memiliki kemiripan struktur 

pada domain B, sedangkan pada domain A terdapat variasi yang cukup siknifikan 

dalam pengaturan rantai heliks, lembaran β. Aktifitas keratinase serina protease dari 

B. lentus belum pernah dilaporkan sedangkan subtilisin serina protease dari B. 

licheniformis telah dilaporkam memiliki aktifitas keratinase (Kuhn, dkk., 1998; Hu, 

dkk., 2013). Gambar 2D menunjukkan lokasi pengikatan inhibitor yang diduga juga 

merupakan lokasi pengikatan substrat (Trillo-Muyo, dkk., 2013). Lokasi 

pengikatan tersebut terletak pada domain yang relatif lestari diantara ketiga struktur 

protease tersebut. 

 

 
 

Gambar 2. Struktur keratinase dari M. taiwanensis (A), struktur subtilisn serin protease 

dari B. lentus (B), struktur subtilisin dari B. lichenifrmis (C), dan struktur 

hybrid dari subtilisin serin protease dari B. lichenisformis dan inhibitornya (D) 

 

PEMBAHASAN 

Berdasarkan analisis data urutan asam amino, struktur 3D, dan studi literatur 

maka keratinase merupakan anggota serina protease. Keratinase memiliki homologi 

yang rendah dengan subtilisin, yaitu satu kelompok protease yang hanya ditemui di 

Keratinase dari
M. Taiawnensis

Subtilisin, serin protease dari
Bacillus licheniformis

Subtilisin, serin protease dari
Bacillus lentus

Subtilisin, serin protease dari
Bacillus licheniformis dengan inhibitor
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mikroba dan dikelompokkan menjadi satu keluarga subtilase  (Siezen & Leunissen, 

2008). Keratinase M. taiwanensis sebelumnya dikelompokan ke dalam S8 protease 

(Wu, dkk., 2017) yaitu serina protease. Keluarga serina protease sendiri terbagi 

menjadi dua kelompok besar didasarkan pada hasil penyejajaran urutan asam 

aminonya. Namun demikian masih belum ada informasi yang memadai yang 

menunjukkan apakah semua homolog tersebut memiliki aktifitas keratinase. 

Homologi urutan asam amino yang tinggi belum menjamin signifikansi dalam 

aktifitas keratinasenya. Subtilisin serin protease dari B. licheniformis yang hanya 

memiliki  40% homologi juga memiliki aktifitas keratinase dengan spektrum 

substrat yang relatif luas (Hu, dkk., 2013). Dalam filogeni, subtilisin serina protease 

dari B. licheniformis tidak muncul karena pembatasan threshold dari metode 

algoritma yang digunakan dalam blasting. 

 Berdasarkan kajian struktur. Keluarga serina protease memiliki kelestarian 

domain yang cukup tinggi yaitu pada domain pengikatan substrat (domain B), 

namun demikian terdapat variasi pada domain lain (domain A)  dari enzim. Domain 

A kemungkinan merupakan sisi pengenalan substrat (substrat recognition site) 

yang mengarahkan enzim pada pengikatan substrat yang bervariasi. Walaupun 

belum banyak struktur 3D yang dilaporkan memiliki aktifitas keratinase, 

kemungkinkan besar domain A yang mewakili diversitas substrat keratinase.  

 

SIMPULAN DAN SARAN 

 Keratinase merupakan anggota superfamili serina protease.  Keluarga serina 

protease sendiri dalam filogeni terbagi menjadi 2 subfamili. Dua 3D struktur serina 

protease yang telah berhasil dipecahkan memiliki homologi yang rendah dengan 

keratinase dari M. taiwanensis. Namun demikian analisis struktur menunjukkan 

kelestarian yang cukup tinggi pada sisi aktif enzim dan  variasi sisi lain yang 

kemungkinan membedakan fungsi fisiologis dari serin protease di alam. 

 Kajian ini menarik untuk dilanjutkan dengan mengkaji lebih jauh tentang 

diversitas sisi pengenalan dan kaitannya dengan fungsi fisiologis enzim. Studi 

literatur tentang aktifitas protease dan hubungannya dengan variasi sisi pengenalan 

perlu dilakukan untuk merangkum berbagai penemuan yang ada. Mutasi terarah 

dapat digunakan untuk merancang sisi pengenalan dan mempelajari interaksinya 

dengan berbagai substrat protein.  
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