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Abstract— The accumulation of chicken feathers poses a
serious environmental problem, making their valorization
through bacterial degradation a sustainable alternative. The
objective of this study was to identify the critical factors
influencing protease production by Bacillus sp. using chicken
feathers as a substrate. A Plackett-Burman screening design was
implemented to evaluate the effect of nine nutritional and
environmental factors on two response variables: total protein
content and specific enzgyme activity. The results revealed a
marked dissociation between these two responses. Protein content
(0.1044 to 0.1606 mg/L) was significantly determined (p < 0.05)
by chemical and nutritional variables: pH, keratin concentration,
yeast extract, and sulfur. In contrast, specific activity was highly
volatile (0 to 121,362.5 AU/mg) and was critically regulated (p <
0.01) only by physical and co-activation factors: temperature and
magnesium concentration. Formulation 2 stood out as the
optimal screening condition, achieving a maximum specific
activity of 121,362.5 AU/mg of protein. It is concluded that protein
synthesis and protease activation kinetics in Bacillus sp. operate
under independent regulatory mechanisms, establishing
temperature and magnesium as the key variables for optimizing
and scaling up this bioprocess with potential applications in the
circular economy.

Keywords- Bacillus sp., Plackett-Burman, proteases, keratin,
protein content, specific activity.
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Resumen— La acumulacion de plumas de pollo genera un grave
problema ambiental, por lo que su valorizacion mediante
degradacion bacteriana representa una alternativa sostenible. El
objetivo de este estudio fue identificar los factores criticos que
influyen en la produccion de proteasas por Bacillus sp. utilizando
plumas de pollo como sustrato. Se implemento un diseiio de cribado
Plackett-Burman para evaluar el efecto de nueve factores
nutricionales y ambientales sobre dos variables de respuesta: el
contenido proteico total y la actividad enzimatica especifica. Los
resultados revelaron una marcada disociacion entre ambas
respuestas. El contenido proteico (0.1044 a 0.1606 mg/L) estuvo
determinado significativamente (p < 0.05) por variables quimicas y
nutricionales: pH, concentracion de queratina, extracto de levadura
y azufire. En contraste, la actividad especifica fue altamente volatil (0
a 121,362.5 U.A./mg) y estuvo regulada de forma critica (p < 0.01)
solo por factores fisicos y de coactivacion: la temperatura y la
concentracion de magnesio. La Formulacion 2 destacé como la
condicion optima del cribado, alcanzando la mdaxima actividad
especifica de 121,362.5 U.A./mg de proteina. Se concluye que la
sintesis de proteinas y la activacion cinética de las proteasas en
Bacillus sp. operan bajo mecanismos de regulacion independientes,
consolidando a la temperatura y al magnesio como las variables
clave para la optimizacion y escalado de este bioproceso con
potencial en la economia circular.

Palabras clave— Bacillus sp., Plackett-Burman, proteasas,
queratina, contenido proteico, actividad especifica.

I. INTRODUCCION

La industria avicola se erige como un sector preponderante
en la agricultura global (mas del 80%) en la produccion total de
ganado [1] y produciendo anualmente cerca de 8 mil millones
de toneladas de desechos plumeros. Las plumas estan
compuestas por queratina, que es una proteina estructuralmente
muy estable [2] y se distingue por sus interacciones
hidrofébicas y enlaces disulfuro solidos [3]. Esto constituye
tanto una problemadtica medioambiental como un recurso no
explotado. Aunque los residuos de plumas representan
actualmente entre el 5 % y el 7 % de la biomasa total de aves
de corral, menos del 5 % de estos se valoran a través de procesos
industriales [4]. Las proteasas microbianas se distinguen de las
proteasas de origen animal y vegetal debido a sus propiedades

singulares, particularmente en términos de su especificidad. Se
clasifican en funcion de su origen y del pH ideal para su
actividad. Por lo tanto, es posible diferenciar las proteasas de
bacterias, levaduras y mohos; ademas, dentro de estos
conjuntos se pueden distinguir las proteasas neutras, alcalinas y
acidas [5].

Comercialmente son importantes por su amplia utilizacion
en la fabricacion de detergentes biologicos activos,
ablandamiento de carnes, curtido de pieles, suavizado de fibras
textiles y en otros usos mas [6]. Ademads, estas enzimas
cumplen un rol muy importante en la fisiologia microbiana; asi,
su sintesis regulada permite al microorganismo utilizar
eficazmente diferentes substratos proteicos cuando se
encuentran a su disposicion [6].

En la obtencién industrial de enzimas proteoliticas
microbianas se busca la utilizaciéon de microorganismos que
permitan una alta rentabilidad y que el producto sea de facil
separacion; de esta manera se asegura una eficiente
compatibilidad de las industrias biotecnoldgicas [5,6].

Las proteinasas generadas por las especies de los géneros
Bacillus, Aspergillus 'y Streptomyces son las mas
recomendables entre ellas. Estas secretan sus enzimas al
entorno que las rodea, lo que posibilita su sencilla separacion a
través de centrifugacion [7,8].

Todas las especies de Bacillus actualmente conocidas
secretan una gran variedad de enzimas extracelulares solubles
que se utilizan en las industrias para la elaboracion de diversos
productos (14,16,19,35).

Una de las proteasas bacterianas mas estudiadas es la
subtilopeptidasa A, secretada por diversas cepas de Bacillus
subtilis. En relacion con esta enzima se ha determinado que su
peso molecular es relativamente pequefio y su pH optimo esta
entre [9]. B. licheniformis es uno de los organismos mas
estudiados debido a su robusto sistema de proteasas
extracelulares que incluye metaloproteasas y disulfuro
reductasas que actiian sinérgicamente para romper la queratina
[4]. Se han identificado cepas altamente eficientes como
Streptomyces shaoguanensis (cepa KKT), capaz de degradar
concentraciones eclevadas de plumas (hasta el 10% p/v)
mediante una respuesta fisiolégica adaptativa que libera
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amoniaco y utiliza mecanismos reductores independientes del
sulfito [10]. También se reporta el uso de Stenotrophomonas
maltophilia y hongos como Aspergillus flavus para la
descomposicion de plumas en fermentacion sumergida [11]. La
degradacion de la queratina no depende de una sola enzima,
sino de un coctel enzimatico y procesos quimicos coordinados.
Primero la tiolisis, es el paso inicial critico donde se reducen los
enlaces disulfuro (S-S) mediante agentes reductores producidos
por el microbio (como el sulfito o el sulfuro de hidrégeno) o
enzimas disulfuro reductasas, desestabilizando la proteina
[12,13]. Y luego la hidrdlisis enzimatica, que una vez roto el
puente disulfuro, las queratinasas (serina-proteasas y
metaloproteasas) pueden acceder a la cadena polipeptidica para
hidrolizarla en péptidos y aminoacidos libres [12,14].

Las investigaciones indican que la produccion de estas
proteasas depende estrechamente de las condiciones de cultivo.
Por ejemplo, en estudios con B. licheniformis, se alcanz6 una
produccion dptima tras 72 horas de incubacién a un pH alcalino
de 9, utilizando glucosa y peptona como suplementos de
carbono y nitrogeno. La liberacion de amoniaco durante la
fermentacion ayuda a mantener este ambiente alcalino
necesario para la actividad enzimatica [12,15]. Las proteasas
obtenidas a partir de plumas tienen un alto valor industrial en
diversos sectores. Por ejemplo, en detergentes se han utilizado
con éxito para eliminar manchas dificiles (sangre, remolacha,
grasa) de los tejidos, demostrando ser agentes de limpieza
biologicos eficaces [16]. Asimismo, como biofertilizantes, los
hidrolizados de plumas obtenidos tras la acciéon enzimatica son
ricos en aminoacidos (especialmente valina y leucina) y han
demostrado potenciar significativamente el crecimiento de
plantas en comparacion con fertilizantes comerciales [17]. Y en
la industria de piensos permiten transformar un desecho en una
fuente de proteina soluble y digerible para la alimentacion
animal [18]. Este trabajo busca determinar el medio de cultivo
ideal para la cepa Bacillus sp. MIT-MM.

El presente estudio tuvo como objetivo optimizar el medio
de cultivo para la produccion de proteasa a partir de residuos de
plumas de aves de corral mediante fermentacion con Bacillus
sp. Mediante el disefio de Plackett — Burmann y lograr la
valorizaciéon simultdnea de los residuos y la produccion de
enzimas, estableciendo asi un bioproceso sostenible para la
generacion industrial de proteasa.

II. MATERIALES Y METODOS

A.  Material biologico

El cultivo microbiano que se usé fue una cepa de Bacillus
sp. proporcionado por el Laboratorio de Microbiologia
Industrial de la Universidad Nacional de La Libertad - Trujillo,
denominado como cepa Bacillus sp. MIT-MM.

B.  Procedimiento experimental
El estudio se realizo segtn el Disefio Plackett-Burman con

9 factores y 10 corridas (Tabla 1).

C. Preparacion del sustrato caseina

Se disolvid 10 g de caseina (Caseina bovina Hammarsten,
Sigma-Aldrich, USA) en 400 mL de solucion de NaOH al 0.2%
(p/v). Se enfrid a temperatura ambiente y después se mezcld con
5 mL de tinta china. Se agitd la suspension con un agitador
magnético durante 30 minutos. Se afiadié 8 — 9 mL gota a gota
acido acético al 0.3% (v/v) para una completa precipitacion. Se
eliminé el precipitado negro por filtracion, se lavo con 500 mL
de agua y se transfirid el precipitado a una placa de Petri. Se
seco el precipitado a 80 °C y luego se someti6 a horno de aire
caliente a 200 ‘C por 4 horas. Esta caseina modificada
térmicamente y conteniendo tinta china es molida en un mortero
y suspendida repetidamente en NaOH al 1 — 4 % (p/v), hasta
que la mayoria de las particulas negras sean eliminadas. Se

filtro el substrato, lavandose con agua. Se seco a 80°C y se
moli6é en un mortero para obtener particulas finas.

D. Preparacion de queratina

La queratina se obtuvo usando 20 g de pluma de pollo
trituradas, para realizar digestion con un 1 L de agua durante 10
horas, luego se elimind el agua y los trozos de plumas en
maceraron en una mezcla de 200 mL de alcohol/éter (1:1) por
10 horas. El residuo seco se hirvié suavemente a reflujo en un
matraz redondo con 190 mL de 4cido acético glacial (100%
anhidro p.a. EMSURE® ACS, ISO), durante 40 — 50 horas, se
filtré la solucidon resultante y se destild el acido acético glacial.
El residuo de consistencia siruposa se vertido sobre placas de
vidrio, se sec6 a temperatura 90 °C + 1 °C se separ6 con una
espatula la queratina que formaba laminillas y se puso en
desecador.

D. Produccion de proteasa

Preparacion del inoculo

Se tomo una alicuota del cultivo de Bacillus sp. MIT-MM,
conservado en tubos de agar nutritivo y se sembr6 en placas de
agar-queratina, las cuales fueron incubadas a 37° C por espacio
de tres dias (72 horas).

Estandarizacion del inoculo

Se preparo el indculo mediante una suspension en solucion
salina fisioldgica estéril, con una concentracién final de 10°
células/mL, usando el cultivo que crecio en las placas de agar-
queratina.

Produccion de la enzima

Las preparaciones del medio base, que se usaron para
medir el impacto de las variables ambientales y nutricionales en
la produccion de proteasas por Bacillus sp., se hicieron con un
volumen de 50 mL por triplicado en frascos de vidrio y a cada
uno se le suministrd 0.5 mL del in6culo de Bacillus sp. Los
frascos fueron incubados a 15 y 45 °C segun el disefio de
Placket - Burman por tres dias con agitacion constante. En una
segunda etapa los frascos se incubaron a 30 °C en agitacion por
3 dias. Al cabo del tiempo programado, los contenidos de los
frascos incubados se centrifugaron a 5000 rpm por 10 minutos.
Cada sobrenadante se recogid en frascos estériles y se dializo,
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utilizando membranas de colodion, durante 12 horas en agua
destilada y durante 24 horas en agua corriente. Las soluciones
enzimaticas se concentraron aireando el material dializado que
se encontraba en la membrana de colodion con un ventilador.
Luego se centrifugaron y dializaron nuevamente. Estas
preparaciones obtenidas fueron consideradas como enzima
cruda para posteriores ensayos enzimaticos.

D. Cuantificacion de la proteina total

Para establecer la cantidad total de proteinas presentes en
el extracto enzimatico, se aplico la técnica de Lowry y se utilizo
como estandar albumina de suero bovino (BSA) [19]. Se
documentaron las mediciones de absorbancia a una longitud de
onda de 660 nm, y se extrapold el nivel de proteinas con base
en una curva estandar de calibracion creada con
concentraciones conocidas de BSA.

E.  Determinacion de la actividad de la proteasa

La actividad enzimatica se determin¢ utilizando el método
de la caseina alcalina. Una Unidad de Actividad Proteolitica (U.
A.) se define como la cantidad de enzima capaz de liberar un
micromol de tirosina por minuto bajo las condiciones del
ensayo (pH 9.0, 50 °C). seglin el protocolo modificado de
Sigma-Aldrich [20].

U
Actividad L

m
ug de Tirosina liberados x Volumen total del ensayo (ml)

9
0

Peso molecular tirosina (181.2 ol

La actividad especifica se expresa en Unidades por
miligramo de proteina (U.A./mg) y se calcula dividiendo la
actividad enzimatica entre la concentracion de proteinas totales:

UA )
mg de proteina
Actividad (%)

Actividad Especifica (

Concentracién de Proteina Total (%)

F. Andélisis de datos

Se realizé un analisis del Disefio Plackett — Burman con el
Software MS Excel. (Massachusetts, USA). Los parametros
cinéticos enzimaticos se muestran con su respectiva media.

II. RESULTADOS

Los resultados de la cinética enzimatica para las 10
formulaciones del disefio de cribado se presentan en la Tabla II.
Se observd una marcada disociacion entre la acumulacion de
biomasa proteica y la eficiencia catalitica de las enzimas
secretadas. Mientras que el contenido proteico total se mantuvo
en un rango estrecho y homogéneo (entre 0.1044 y 0.1606
mg/L). La actividad especifica mostr6 una variabilidad de
varios ordenes de magnitud, oscilando entre 0 y 121,362.5
U.A./mg. La formulacion 2 destaco exponencialmente sobre las
demas, alcanzando la méxima actividad especifica (121,362.5

) * Tiempo (15 min) * Volumen(mlL)

U.A./mg) acoplada a un contenido proteico de 0.1487 mg/L.
Por el contrario, las formulaciones 3, 7 y 9, a pesar de registrar
concentraciones de proteina detectables, no evidenciaron
actividad catalitica frente al sustrato (0 U.A./mg).

TABLA I
DISENO EXPERIMENTAL PLACKETT — BURMAN

: Q|G e | Kk M| s [
Ne pH

0 g/L
1| 45 [70]02] 1.0 | 1.0 | 002 | 001|005 |005
2| 15 [ 70|30 1.0 | 1.0 |0.005| 0.01 | 020 | 005
3| 45 |35 30| 1.0 | 1.0 |0.005]| 0.05 | 0.05 | 0-05
4115 [ 70|02 10| 01 | 902005 | 020|005
5| 15 | 3530 01 | 1.0 ]002]001]020]0.20
6 | 15 | 35|02 1.0 | o1 | 0021005020 | 020
71 45 | 3530 Ol | 1.0 [0.005] 0.05 | 0.05 | 0-20
8 | 45 | 70|02 | Ol | 01 1902001 |020 | 020
o | 45 | 70 | 30 | 01 | 0.1 [0.005] gos5 | 0.05 | 0-20
10| 15 |35 |02 0l | 01 0005 901 | 005 | 0.05

T: Temperatura, Q. Queratina, G: Glucosa, EL: extracto de lavadura, K:
Potasio, S: Azufre, Mg: Magnesio, Ca: Calcio.

Roshan y Kurian [4] utilizando una cepa de B.
licheniformis y plumas de pollo como sustrato, lograron
parametros optimizados tras 72 horas de incubaciéon a un pH
alcalino de 9, de actividad enzimatica: 2.833 £ 0.011 pg/mL
(utilizando glucosa y peptona como suplementos), de contenido
de proteina total 123.13 + 1.38 ug/mL, de actividad especifica
se alcanz6 un maximo de 23.01 pg/mg, lo que refleja la pureza
y eficiencia de la enzima cruda obtenida bajo condiciones
optimizadas. Estos valores son superiores a los hallados en este
trabajo, debido a la especie de Bacillus utilizada.

TABLA 1T
RESULTADOS DE LA CINETICA ENZIMATICA
Formulacién U:::ﬁgs;:e C}:)::)t::elzzt(l)o Actividad Especifica

(U. A./mL) (mg/L) (U. A./mg de proteina)
1 146.60 0.1175 1247.7
2 18046.60 0.1487 121362.5
3 0 0.1119 0
4 46.60 0.1369 340.39
5 2846.60 0.1044 27266.28
6 3846.60 0.1294 29729.42
7 0 0.1175 0
8 4546.60 0.1606 28310.09
9 0 0.1337 0
10 7246.60 0.1181 61359.86
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Sin embargo, Liagat et al. [21] investigaron la cepa B.
licheniformis DCS 1 para el procesamiento de desechos
avicolas, reportando una actividad de 48.5 U/mL en un periodo
de 14 dias, muy inferior a la actividad méxima alcanzada en esta
investigacion (121,362.5 U.A./mg).

Investigaciones citadas mencionan concentraciones de
proteina superiores en extractos de queratina de 2.76 + 0.65
mg/mL y hasta 9.8 mg/mL tras 6 dias de extraccion en
condiciones especificas [22-24].

La enorme disparidad entre el contenido proteico y la
actividad especifica (Tabla II) es un indicador clave de la
regulacion metabdlica de Bacillus sp. frente a la induccion por
queratina. En sistemas de fermentacion utilizando residuos
agroindustriales como las plumas de pollo, el nitrogeno
organico puede ser canalizado hacia la sintesis de proteinas
estructurales, biomasa celular u otras enzimas no queratinicas
[17]. Esto explica por qué tratamientos como el 9 poseen un
contenido proteico relativamente alto (0.1337 mg/L) pero una
actividad nula. La existencia de formulaciones con actividad
especifica cero frente a la respuesta sobresaliente de la
formulacion 2 corrobora el andlisis de efectos principales
discutido previamente. Factores como la temperatura y la
disponibilidad de cofactores catiénicos (Mg?*) actian como
interruptores  moleculares  ("switches") [25]. Si estas
condiciones criticas no se encuentran en sus niveles 6ptimos, la
enzima puede secretarse en forma de proenzima inactiva
(zimbgeno) o sufrir desnaturalizacion parcial, anulando su
capacidad de hidrolizar la queratina de la pluma [12,14,15]. La
formulacion 2 representa el balance ideal de screening donde
confluyen la induccion de la sintesis proteica (favorecida por el
pH y nutrientes) y la activacion cinética y estabilidad de la
estructura terciaria de la proteasa.

TABLA III
EFECTOS PRINCIPALES PARA EL CONTENIDO PROTEICO

Factor Valort | Valor p
Temperatura 0.256 <0.10
pH 8.112 | <0.05*
Queratina 3.250 <0.01%*
i’iggitr‘; d | 5500 | <0.05*
Glucosa 0699 | <0.10
Potasio 1320 | ~005
Magnesio 1.390 <0.10
Azufre 5.699 | >0.05
Calcio 0.874 | <0.10

* Nivel de significancia a o = 0.05.

El anélisis del disefio Plackett-Burman para la variable de
contenido proteico (Tabla III) reveld un perfil de significancia
marcadamente distinto al observado para la actividad
enzimatica. Con un nivel de significancia del 5% (a = 0.05) se
identificaron cuatro factores con un impacto critico en la

concentracion de proteina en el medio de cultivo: el pH (t =
8.112, p < 0.05), concentracion de queratina (t = 3.250, p <
0.01), extracto de levadura (t = 5.500, p < 0.05) y azufre (t =
5.699, p > 0.053).

Por el contrario, factores fisicos como la temperatura (t =
0.256) y fuentes de carbono alternativas como la glucosa (t =
0.699) no mostraron efectos significativos (p < 0.10),
sugiriendo que la acumulacion de proteina es altamente
dependiente de la composicion nutricional del sustrato y las
condiciones de solubilidad. La marcada significancia del pH (p
< 0.05) y la queratina (p < 0.01) sobre el contenido proteico se
relaciona directamente con el mecanismo de degradacion de las
plumas. Las plumas de pollo son ricas en queratina, una
proteina insoluble altamente reticulada por puentes disulfuro
[2,6]. Un pH optimo favorece tanto el crecimiento de Bacillus
sp. como la solubilidad de los péptidos liberados [16]. El hecho
de que la queratina sea altamente significativa es logico: a
mayor disponibilidad de sustrato, mayor es el contenido de
proteina detectable en el medio tras la hidrolisis enzimatica.
Asimismo, el extracto de levadura (p < 0.05) actua como una
fuente de nitrogeno organico de féacil asimilacion y aporta
vitaminas esenciales que aceleran la biomasa inicial del
microorganismo, potenciando indirectamente la secrecion de
proteinas [9]. Finalmente, el fuerte impacto del azufre (p > 0.05)
posee una alta relevancia bioldgica en la queratélisis [6,15].
Muchos Bacillus queratinicos secretan compuestos reductores
de azufre (como sulfitos) para romper los puentes disulfuro de
la queratina, permitiendo que las proteasas ataquen la estructura
de la pluma [4,17,18]. La adicion de azufre en el medio podria
estar estimulando o complementando esta via metabolica,
facilitando una mayor liberacion de fragmentos proteicos al
medio.

De acuerdo con el disefio binomial factorial exponencial de
Plackett — Burmann para identificar las variables nutricionales
y ambientales que influyen significativamente en la produccion
de proteasas por Bacillus sp. utilizando plumas de pollo, se
evaluaron 9 factores mediante un disefio de cribado de Plackett-
Burman.

TABLA IV
EFECTOS PRINCIPALES PARA LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

Factor Valor t | Valor p
Temperatura 2.760 <0.01*
pH 0.894 <0.10
Queratina 0.750 <0.10
el R
Glucosa 0.510 <0.10
Potasio 1400 | <0.10
Magnesio 2.920 <0.01*
Azufre 2210 | >005
Calcio 1430 | <0.10

* Nivel de significancia a a = 0.05.
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Los efectos principales de cada variable, junto con sus
respectivos valores t y valores p, se presentan en la Tabla IV.
De acuerdo con el analisis estadistico (o = 0.05), la temperatura
(t = 2.760) y la concentracion de magnesio (t = 2.920)
mostraron un efecto estadisticamente significativo (p < 0.05)
sobre la actividad enzimatica. Los factores restantes,
incluyendo el pH, la fuente de carbono (glucosa) y la
concentracion de sustrato (queratina), presentaron valores de p
< 0.05, lo que indica que no tienen un impacto critico bajo las
condiciones evaluadas en este rango. El azufre no mostrd
ninguna influencia relevante (p > 0.05). Por lo tanto, la
temperatura y el magnesio fueron seleccionados como las
variables clave para las etapas posteriores de optimizacion. La
alta significancia de la temperatura (p < 0.01) es consistente con
la naturaleza metabolica de Bacillus sp., dado que la
temperatura regula no solo el crecimiento celular, sino también
la cinética de secrecion de enzimas extracelulares y la fluidez
de la membrana celular [26]. Por otro lado, el fuerte impacto
positivo del magnesio (p < 0.01) puede explicarse debido a que
los iones Mg?" actllan frecuentemente como cofactores
esenciales que estabilizan la estructura terciaria de las proteasas
de Bacillus o activan los complejos enzima-sustrato durante la
degradacion de la queratina [25]. La falta de significancia
estricta de la queratina y el extracto de levadura sugiere que, en
los niveles basales evaluados, los requerimientos de nitrégeno
y carbono ya estaban cubiertos para el nivel de produccion
actual, permitiendo que los factores fisicos y los cofactores
quimicos tomaran el rol limitante en el proceso [27,28].

De acuerdo con los resultados obtenidos la formulacion
mas adecuada para obtener una mayor produccion de proteasas
por el Bacillus sp. MIT-MM fue el siguiente: Temperatura (15
°C), pH (7.0), Queratina (0.20 %), Glucosa (0.10%), Extracto
de Levadura (0.10%), Potasio (0.005%), Azufre (0.20%),
Magnesio (0.01%) y Calcio (0.20%).

IV. CONCLUSIONES

Se demostrd con éxito la viabilidad de utilizar plumas de
pollo como sustrato de bajo costo para la produccion de
proteasas mediante Bacillus sp., representando una alternativa
biotecnolégica eficiente para la valorizacion de este residuo
industrial. El disefio de cribado Plackett-Burman permitid
identificar que la acumulacién de contenido proteico total y la
induccion de la actividad enzimatica especifica estan reguladas
por vias metabolicas y factores criticos marcadamente
independientes. La sintesis y liberacion de proteinas al medio
de cultivo esta determinada de manera significativa (p < 0.05)
por el entorno quimico y nutricional, siendo el pH, la
concentracion de queratina, el extracto de levadura y el azufre
las wvariables determinantes en la degradacion inicial del
sustrato. Por el contrario, la eficiencia catalitica (actividad
especifica) es altamente sensible a las variables fisicas y de
coactivacion, donde Unicamente la temperatura y la
concentracion de  magnesio  ejercieron un  efecto
estadisticamente significativo (p < 0.01) como interruptores

cinéticos del complejo enzima-sustrato. La Formulacion 2 se
establecio como la condicion 6ptima del cribado, alcanzando
una actividad especifica maxima de 121,362.5 U.A./mg
proteina con un contenido proteico de 0.1487 mg/L,
consolidando a la temperatura y al magnesio como las variables
criticas definitivas para las etapas subsecuentes de optimizacion
del bioproceso.
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