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RESUMEN

TITULO: EFECTO DE LA RELACION CARBONO/NITROGENO EN LA PRODUCTIVIDAD DE
BIOMASA DE Chlorella vulgaris UTEX 1803 EN FOTOBIORREACTORES A ESCALA DE
LABORATORIO.”

AUTORES: Paola Andrea Hernandez Benitez, Carlos Fernando Rosas Oviedo.™

PALABRAS CLAVES: Microalgas, Cultivo Mixotréfico, Chlorella vulgaris, relacion
carbono/nitrégeno.

Se estudié el efecto de la relaciéon carbono/nitrégeno en la productividad de biomasa de C. vulgaris
a escala de laboratorio, mediante la variaciéon programada de las concentraciones de acetato y
nitrato en cultivos mixotroéficos utilizando como cultivo de crecimiento el medio Bold Basal.

En la primera etapa se realizaron cultivos autotréficos, los cuales fueron tomados como referencia
o control. En la segunda etapa se efectuaron cultivos mixotréficos con acetato de sodio (5, 10, y
20mM), posteriormente, con el fin de encontrar la relaciéon carbono/nitrogeno adecuada para
mejorar la productividad, se modificé la cantidad de solucion de nitrato de sodio estipulada en el
medio ya mencionado, (para obtener concentraciones de 0; 0,97; 1,94 y 2,78mM de NaNO3)
manteniendo las concentraciones de acetato utilizadas en la etapa anterior.

La disminucion del nitrégeno en el medio, tuvo un efecto positivo sobre la produccién de biomasa,
ademas se encontraron resultados sobresalientes para la concentracién de acetato 20mM para
todos los niveles de nitrégeno excepto en OmM.

Entre los resultados se destaca la productividad obtenida en el tratamiento 20mM acetato/0,97mM
nitrato, el cual fue superior en productividad de biomasa (aproximadamente 0,69 g L’ dl'a'1) y
concentracion de clorofila de todos los tratamientos; ademas se observaron diferencias
significativas desde la tarde del dia 1 hasta la finalizacion del experimento.

Este trabajo hace parte del proyecto “Bioprospeccion de Microalgas Colombianas para la
produccién de biodiesel” cédigo 2008D32006-6710 financiado por el Ministerio de Agricultura y
Desarrollo Rural, con la participacién de la Universidad Industrial de Santander, el Instituto
Colombiano del Petréleo ICP-ECOPETROL vy la Corporacién Instituto de Morrosquillo.

* Proyecto de grado
** Facultad de Ingenierias FisicoQuimicas. Escuela de Ingeria Quimica. Directores: Ph.D.
Viatcheslav Kafarov y M.Sc. Criséstomo Barajas. Codirector: Bidlogo Andrés Fernando Barajas S.
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ABSTRACT

TITULO: EFFECT OF CARBON/NITROGEN RATIO ON BIOMASS PRODUCTIVITY OF Chlorella
vulgaris IN LABORATORY-SCALE PHOTOBIOREACTORS.

AUTHORS: Paola Andrea Hernandez Benitez, Carlos Fernando Rosas Oviedo.™
KEYS WORDS: Microalgae, Mixotrophic culture, Chlorella vulgaris, Carbon/Nitrogen ratio.

The effect of the carbon / nitrogen ratio in biomass productivity of Chlorella vulgaris was studied in
laboratory-scale, by modifiying the acetate and nitrate concentrations in mixotrophic cultures. In
order to find the appropriate carbon/nitrogen ratio which improves productivity, the concentrations
of sodium nitrate in the medium were changed (0, 0.97, 1.94 and 2.78 mM of NaNO3) keeping
steady the acetate concentrations used in the previous stage. Nitrogen reduction had a positive
effect on biomass production. There were also outstanding results using 20 mM acetate for all the
treatments except OmM. Results highlight the productivity observed at the 20 mM acetate / 0.97
mM nitrate, which was higher in biomass and chlorophyll productivity. All treatments also had
significant differences from the afternoon of day 1 until the end of the experiment. The best run (20
mM acetate / 0.97 mM nitrate) reached the maximum productivity (approximately 0.69 g L’ day'1)
due to the metabolism of C/N in C. vulgaris.

This work it's part of the "Bioprospecting Colombian Microalgae for biodiesel production" code
2008D32006-6710 funded by the Ministry of Agriculture and Rural Development, with the
participation of the Universidad Industrial de Santander, the Colombian Petroleum Institute ICP-
ECOPETROL and Morrosquillo Institute Corporation.

* Research project

" Physical-Chemical Engineering College. Chemical Engineering Department. Advisors: Ph.D.
Viatcheslav Kafarov and M.Sc. Cris6stomo Barajas. Ph.D student research assistant: Andrés
Fernando Barajas S.
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INTRODUCCION

Las microalgas son de gran interés en biotecnologia por ser fuente de recursos de
alto valor en diferentes areas como: nutricion, acuacultura, farmacéuticos y
biocombustibles [1]. Sin embargo la baja productividad total del cultivo impide su
produccién a gran escala, esto se debe a que en la mayoria de configuraciones
de los fotobiorreactores no hay una uniforme incidencia de luz, limitando asi la
fijacion de didéxido de carbono y por consiguiente la velocidad de crecimiento de
las microalgas [2]. Por esto se ha implementado el uso de cultivos mixotroficos de
microalgas que ademas de hacer fotosintesis pueden crecer mediante el uso de
sustratos organicos como fuente de energia y de carbono para el crecimiento
celular [3]. Estos sustratos pueden proporcionar la energia necesaria en

situaciones de limitacion de luz [4].

La mixotrofia es entonces, el crecimiento en el que se asimila carbono organico
en presencia de luz, al mismo tiempo que se fija CO,, por lo tanto los
metabolismos celulares (fotosintético y fosforilacidn oxidativa) tienen que
funcionar simultaneamente [5-6]. La mayoria de estudios sobre el crecimiento
mixotrofico se han enfocado en las algas verdes como Chlorella vulgaris
Beijerinck 1980 [3, 7-11], confirmando que ésta, tiene la capacidad de crecer en
condiciones autotroficas, heterotroficas y mixotréficas, sin embargo ha mostrado

una mayor productividad de biomasa en el cultivo mixotroéfico [12].

En este estudio se presenta la influencia de la relacion carbono/nitrégeno en la
productividad de biomasa de C. vulgaris en cultivos mixotréficos a escala de
laboratorio. Se empled el acetato como recurso energético y de carbono organico
debido a que este es un sustrato empleado para la sintesis celular de acetil-CoA,
el cual interviene en multiples rutas metabdlicas, incluyendo la sintesis de acidos

grasos [13-15].
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1. FUNDAMENTOS TEORICOS

1.1  Chlorellavulgaris

Este microorganismo pertenece al reino eucariota en la division Chlorophyta o
algas verdes [16], contiene clorofilas tipo a y b en los cloroplastos [17]. Tiene
forma esférica (Figura 1), cerca de 3-5 ym de diametro, sin flagelo [18]. Se
reproduce de forma asexual, cuando la célula alcanza su tamafio maximo, el
nucleo se divide formando en el interior de la célula madre 4 u 8 células mas
pequefas, liberadas por la ruptura de la pared celular de la madre [19-20]. Sus
ciclos de vida y necesidades nutricionales son simples [21]; al ser unicelulares, la
energia se dirige a través de la fotosintesis al crecimiento y la reproduccion, ya

que no es necesario formar y mantener tejidos y 6rganos muy complejos [22].

Figura 1. Células de C. vulgaris en cultivo autotréfico (1000x).

Fuente: los autores

1.1.1 C. vulgaris como un organismo fotoautétrofo. C. vulgaris puede

desempefarse como un organismo fotosintético para producir oxigeno en forma
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similar a las plantas, utilizando la luz como fuente de energia para sintetizar

moléculas organicas, a partir de didoxido de carbono y agua. [23].

El proceso de la fotosintesis empieza con la denominada fase de luz, cuando los
fotones son captados por la clorofila, sustancia verde que se encuentra
comunmente como clorofila a o clorofila b en los cloroplastos [24]. Esta energia
fotdnica excita las moléculas de clorofila, induciendo una cascada de reacciones
en las que se obtiene oxigeno molecular del agua, con la formacion de dos
compuestos bioquimicos importantes, utilizados para transportar la energia
durante el metabolismo: NADPH (nicotinamida adenina dinucledtido fosfato
reducido) y el ATP (trifosfato de adenosina) [25].

Las moléculas de energia producidas durante la fase de la luz se utilizan en una
segunda cascada de reacciones que se conoce como la fase oscura, esta parte
del proceso implica la produccion de moléculas de hidratos de carbono a partir del
diéxido de carbono gaseoso, se lleva a cabo fuera de la membrana fotosintética y
no depende directamente de la luz, de hecho, puede ocurrir simultdneamente con

la fase de luz [24].

Los cultivos fototréficos, por lo general, presentan dificultades para alcanzar tasas
altas de crecimiento y productividad [26]. Esto se debe a que en la mayoria de
fotobiorreactores no se logra una homogénea incidencia de luz y como
consecuencia disminuyen las tasas de fijacion de dioxido de carbono y de
crecimiento [27-29]. Este efecto de la luz se explica con la Ecuacion 1, donde se

muestra la reaccién de la fotosintesis [14].

€@, + H,0 + energla lumintica — (CH,O0) + &, (1)
Carbohidrato
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La dificultad para distribuir uniformemente la luz esta relacionada con los efectos
de sombra generados dentro del sistema, ya sea por las mismas células o por las
burbujas, la intensidad luminica decrece exponencialmente desde las paredes del
reactor hacia el centro, lo cual crea una larga zona oscura en el centro del reactor

y una pequeina zona iluminada cerca de la superficie del fotobiorreactor [30-31].

1.1.2 C. vulgaris como un organismo heterétrofo. Se ha demostrado que C.
vulgaris puede oxidar y utilizar el acetato como fuente de carbono y energia para
el crecimiento en la oscuridad [32-35], provocando cambios en el ciclo de los
acidos tricarboxilicos, debido a que el Acetil-CoA no es obtenido a partir del

piruvato, sino del i6n acetato, segun la reaccion [36]:

ATP  AMP + PP 9
C0O5-COO™ + COASH—>———— CH;-C-SCoA ()
Acetato Acetil-CoA

El mecanismo bioquimico que le permite a C. vulgaris crecer mediante la
conversion de acetato, se conoce como ciclo de glioxilato [35, 37-38]. A diferencia
del cultivo fotoautétrofo, al emplear un sustrato organico como fuente de carbono
y energia, se reducen las limitaciones técnicas vy fisiologicas asociadas con el
suministro y distribucién de la luz y el dioxido de carbono que afectan la
fotosintesis del cultivo [39], también ofrece la posibilidad de aumentar la
concentracion de células y la productividad tal como se ha reportado en estudios
anteriores de cultivos heterotroficos [40]. Ademas las microalgas cultivadas
heterotroficamente por lo general acumulan mas lipidos que las cultivadas

fotoautotroficamente [41-44].
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1.1.3 C. vulgaris como un organismo mixoétrofo. La capacidad para asimilar
compuestos organicos como fuente de carbono en presencia de luz, hace de C.
vulgaris un organismo mixotrofo [39], en el cual la fotosintesis y la fosforilacion
oxidativa de las sustancias organicas de carbono, parecen funcionar de manera
independiente, esto hace que la tasa de crecimiento en condiciones mixotroficas,
sea aproximadamente igual a la suma de las contribuciones individuales de los
cultivos fotoautétrofos y heterétrofos [5-7,45]. Por tratarse de un organismo
unicelular, el crecimiento de C. vulgaris se refiere al aumento de biomasa total en
el cultivo [46].

En el crecimiento mixotréfico, como se muestra en la figura 2, la baja
concentracion de oxigeno puede influir en el metabolismo heterotréfico [47]. Sin
embargo, el metabolismo autotréfico produce oxigeno en el proceso de la
fotosintesis y el metabolismo heterotréfico produce el CO, que se utilizara en el
crecimiento autotrofico [48], de este modo se complementan las dos rutas tréficas.
El lado izquierdo de la figura 2 representa el metabolismo fotosintético y el
derecho el metabolismo heterotréfico, el O, se produce por la fotosintesis y el CO»

por descomposicién oxidativa de compuestos organicos.

Figura 2. Representacion del modelo de crecimiento mixotrofico.

0z
CHiOm
HNOs
Energia: hv ! Energia: CHIiOm
HNO= HCHOnNg

co: €~
Fuente: Chojnacka, K y Marquez, F. (2004).
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En el crecimiento fotoautotréfico, las algas utilizan el CO, como su unica fuente de
carbono, dependen de la luz como unica fuente de energia disponible para su
crecimiento y mantenimiento; en el crecimiento heterotrofico los compuestos
organicos (como la glucosa, acetato, etc.) son las unicas fuentes de energia, las
células producen CO, y consumen O,. Las ecuaciones estequiométricas 3,4y 5
representan el metabolismo de las microalgas en condiciones fotoautotrodficas,

heterotroficas y mixotroficas respectivamente [14,36,49].

Autotrofico:
Boalap
aHCOF + BHNG + yH,0 —— ACH,O.N_+ a0, + {OH™ (3)
Heterotrdfico:
_ . . E‘#Eﬁ‘n‘gﬁ:gm . _ -
KCH,@,~ + B'HNGy + A0, ——— BCH O N, + vH,0 + pHCG,™ + gH (4)
Mixotroéfico

DEcaty, .
aHCG,™ + BHNG, + yH,0 —— ACH, 0N, + 80, = (0H™ + §'HNG,

_ CH O Ky

A

SCH, 0N, + vH, 0+ HCO,™ + fUHNG,  (5)

Donde: ii) F significa adelante y R la reaccion inversa.
Esta ultima ecuacion, surge cuando se asume que el crecimiento autotréfico,
heterotréfico y mixotrofico de las células es el mismo (CHy,OnNg) y no hay

formacién de producto, ni consumo externo de O,, entonces el O, utilizado para la

heterotrofia se origina en la fotoautotrofia [49].
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En el balance inicial, €O, es la cantidad de oxigeno producido por la fotosintesis,
B'HNO3; es la cantidad de fuente de nitrato disponible para el crecimiento [49]. El
termino aHCO3; es la cantidad de dioxido de carbono producido por el
metabolismo oxidativo de el consumo de la fuente de carbono organico, esto es
sugerido como una cantidad disponible para la fotosintesis y B"HNO; es la
cantidad de fuente de nitrato que esta disponible para el crecimiento. EI CO,
producido heterotréficamente y el O, producido fotoautotréficamente son usados
en dos pasos, hacia adelante en los que la biomasa es producida
heterotréficamente y en la fase inversa en los que la biomasa se produce
fotoautotroficamente a expensas del CO, procedente del metabolismo oxidativo

de la glucosa [49].

1.2  CULTIVO MIXOTROFICO DE C. vulgaris

Mediante cultivo mixotrofico de C. vulgaris se integran algunas ventajas de las
configuraciones fototréficas y heterotroficas [50], al tiempo que se superan las
dificultades asociadas a estas dos formas de cultivo [51]; las ventajas estan
relacionadas con incremento en la tasa crecimiento y productividad [4,33,52]
debido a una alta incorporacion de carbono organico dentro de la célula, en
particular en la formacion de lipidos, polisacaridos y proteinas [53-54]; esto es
especialmente importante, pues se han reportado aumentos de estas sustancias
(al final de los experimentos de Syrett et al 1963) de hasta cinco veces el valor en
las células autotrofas [33]. Otra ventaja del cultivo mixotréfico es la iluminacion,
que induce y regula la produccion de macromoléculas de alto valor como
pigmentos [55-56] y acidos grasos [57-60], ademas disminuye la produccién de
dioxido de carbono en comparacion con las células que metabolizan sustratos

organicos en la oscuridad (cultivo heterotrofico) [33,35].
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1.3 RELACION CARBONO/NITROGENO (C/N)

Generalmente se considera que la relacion C/N influye en el contenido de lipidos
en las células [61]. Se ha reportado que las fuentes de nitrégeno son un factor de
estrés para el crecimiento de algas donde el suministro limitado podria cambiar
significativamente la composicién del organismo [62-63]. Ademas se ha indicado
que las especies Chlorella cuando se cultivan en un medio pobre en nitrégeno,
pero con suficiente luz y / o de fuentes organicas de carbono acumulan lipidos o

almidén dentro de sus células [64].

El estrés generado por déficit de nitrdgeno, en comparacion con el recurso de
carbono, puede afectar la respuesta de las células a la disponibilidad de nutrientes
y por tanto afectar las tasas de crecimiento y la fijacion de CO, [65]. Esto se
relaciona con la historia previa de nutricion de la célula, se ha reportado en estudios
anteriores, que algunas células que sufrieron estrés por una ligera disminucion en
la disponibilidad de nitrégeno (afecta el transporte y las funciones de asimilacién de
nitrato, aunque no necesariamente la limita la tasa de crecimiento), no pueden
utilizar el nitrato en la noche; en contraste, las células que tuvieron altas
limitaciones de nitrato pueden hacerlo [66], esto probablemente refleja cambios en

el metabolismo y el almacenamiento de C/N a mayor estrés.

Aun conociendo su existencia, no es posible generalizar la relacion C/N para las
microalgas, dado que existe un potencial para perturbar los organismos
simplemente alterando el nivel de iluminacién durante el muestreo, la
manipulacion de la muestra e incubaciones experimentales [67]. También hay, sin
duda, diferencias entre las especies y grupos de microalgas, tanto en la rapidez y
magnitud de las respuestas como en el umbral que hace significativas estas

respuestas [69].
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2. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Todos los experimentos llevados a cabo en este trabajo se realizaron por
triplicado y se dividieron en tres etapas como se muestra en la figura 3, primero se
realizaron cultivos autotroficos con los nutrientes requeridos por el medio Bold
Basal como se muestra en el anexo B, los cuales fueron tomados como referencia
o control. A continuacion se efectuaron cultivos mixotréficos con acetato de sodio
a tres concentraciones diferentes 5, 10, y 20mM, los demas nutrientes fueron
suministrados tal como se indica en el Bold Basal. Posteriormente, se modifico la
cantidad de solucién de nitrato de sodio (0; 0,97; 1,94mM) estipulada en el medio
ya mencionado, para cambiar la disponibilidad de nitrégeno al tiempo que se
agrego acetato de sodio a las mismas concentraciones del cultivo anterior, con el
fin de encontrar la relacidn carbono/nitrogeno adecuada para mejorar la

productividad de biomasa de C. vulgaris.

Figura 3. Etapas del desarrollo experimental, métodos de cultivo empleados.

Etapa 1. Cultivo

autotréfico o
Crecimiento en Fuente de carbono: 20/1,94
medio Bold Basal. Aigta"":l dezsood-;()SmM, 10/ 1,94
Nitrato: 2,78 mM LA SRl H e 5/1,94
a m 2,78 mM de nitrato /
Acetato/Nitrato (mM)
20/ 0,97
10/0,97
5/0,97

Acetato/Nitrato (mM)
20/0
10/0
5/ 0

Fuente: los autores
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2.1 CEPA MICROALGAL

C. vulgaris UTEX 1803 se obtuvo de la Coleccién de Cultivo de Algas de la
Universidad de Texas en Austin. Se mantuvo en medio Bold Basal (ANEXO B) a
23 °CypH 8.

2.2 FOTOBIORREACTORES

Se usaron botellas plasticas transparentes de 2% litros con diametro interno de 32
cm. El volumen del cultivo fue de 2 litros. Los reactores se acoplaron a un sistema
de aireacién por burbujeo (tubo-difusor) para mejorar la distribucion de nutrientes
y evitar la sedimentacion de las células (ANEXO C). Todos los cultivos se

realizaron con luz natural y 23°C de temperatura.

2.3 METODOS DE CULTIVO

Inicialmente C. vulgaris se cultivo de forma autotréfica en medio Bold Basal, sin
suministro adicional de CO,. Posteriormente, en los cultivos mixotroficos se
modificd la cantidad de solucion de nitrato de sodio establecida para el medio
Bold Basal, entre (0; 0,97; 1,94; 2,78mM). Ademas se suministr6é acetato de sodio,
para obtener concentraciones de 5, 10 y 20 mM en el cultivo (ANEXO C). El
inoculo suministrado al iniciar cada cultivo fue el necesario para obtener una

absorbancia de aproximadamente 0,800 a 500nm.
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2.4 METODOS ANALITICOS

Todos los montajes se hicieron por triplicado, de igual forma en todas las

mediciones se tomaron muestras de cada una de las copias.

2.4.1 Concentracion de biomasa. La concentracion de biomasa se calculd
indirectamente, con el coeficiente masico de extincion, el cual relaciona la
densidad Optica o absorbancia (ANEXO D) con la concentracion de células,
calculada mediante peso seco (ANEXO D) de las mismas. La absorbancia se
midié para una muestra original y tres diluciones de la misma en un
espectrofotometro (ANEXO A) a 500nm cada 12 horas. Los valores de
absorbancia se graficaron en funcion de sus respectivos pesos secos, para
obtener una linea recta, cuya pendiente es el coeficiente masico de extincion K.
(ANEXO E). La relacién esta dada por la ley de Beer-Lambert: Abs =K =X =L

Donde, Abs es la absorbancia, K es el Coeficiente masico de extincion X la

concentracion y L el espesor de la cubeta.

2.4.2 Concentracion de clorofila total. La concentracion de clorofila se calcul6
a partir de un extracto de clorofila disuelta en etanol absoluto anhidro, que fue
preparado en etapa previa a la medicion (ANEXO D). Las mediciones se
realizaron en un espectrofotometro a dos longitudes de onda diferentes 650 y
665nm para cada extracto. Posteriormente se calculd la clorofila total mediante la

ecuacion 6 [68]:

Clorofila (a+b) = (4 #A,) + (255 =4.:0) (6)
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Los datos de clorofila total son de gran importancia en el seguimiento del cultivo,
dado que evidencian la actividad de los sistemas fotosintéticos.
2.4.3 Otros métodos. Ademas de la concentracion de biomasa y clorofila, se

hicieron mediciones de peso seco de células y pH cada 24 horas. (ANEXO D).

2.5 ANALISIS ESTADISTICO

Se analizé la influencia del carbono y el nitrdgeno, involucrados en la
productividad de biomasa de C. vulgaris en cultivos mixotréficos, mediante dos
analisis de varianza factorial (ANOVA) utilizando el software STATISTICA 7, para
3 niveles de Acetato (5; 10 y 20mM) vy 4 niveles de nitrogeno (0; 0,97; 1,94 y
2,78mM), teniendo como variable de respuesta para el primer analisis la
productividad de biomasa, y para el segundo la concentracion de clorofila total en
el cultivo. En ANOVA se evaluaron todos los tratamientos, agrupando los datos
por dias y ciclos luz/oscuridad. Los datos del ciclo de luz fueron tomados en las

tardes y los del ciclo de oscuridad en las mafanas durante los 5 dias de cultivo.
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3. RESULTADOS Y ANALISIS

En la figura 4 se comparan las productividades después de cinco dias de cultivo,
a partir de las concentraciones iniciales de acetato/nitrato en los experimentos.
Las concentraciones bajas de nitrogeno favorecieron la productividad de biomasa
comparadas con el medio que contenia la mayor concentracion de este. En cada
nivel de nitrato, se aprecia que la concentracion de acetato de 20mM presentd
productividades superiores, excepto en los cultivos que carecian de nitrato (OmM),
donde fue superada por los cultivos con 10mM de acetato. La maxima

productividad se alcanzé para el cultivo con 20mM de acetato y 0,97mM de nitrato.

Figura 4. Productividad de biomasa para condiciones iniciales de acetato/nitrato.

Productividad de biomasa para diferentes condiciones
iniciales de acetato/ nitrato

o
o]

= EmM Acetato inicial

o
[}

10mM Acetatoinicial

1 20mM Acetatoinicial

o
]
PR —

o

-

0,97mM 1,94mM
concentracionesiniciales de nitrato

B =
‘ 0,16‘ M

Productividad de biomasa gL-'dia!
o
T

Fuente: los autores

En la figura 5, se eligié la productividad mas alta en cada nivel de nitrégeno y se
comparo con la productividad alcanzada mediante el cultivo autotréfico o control.
Este ultimo tenia una concentracion de 2,78mM de nitrato de sodio como se
indica en el medio Bold Basal y OmM de carbono organico (acetato) obteniéndose

la menor productividad de biomasa, tal como se encontro en la literatura [26,69].
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La presencia de acetato en los cultivos mixotréficos genera altos valores de pH,
sin embargo las productividades en los diferentes experimentos no se vieron
afectadas por este, como se muestra en la figura 5, para valores similares de pH

se obtuvieron productividades variables.

Figura 5. Mejores productividades en cada nivel nitrato en comparacion con el

cultivo control.

RESUMEN PRODUCTIVIDAD DE BIOMASA
MW - 0‘8 10
=S 00 »
oL w = Productividad g L-1
S04 dia-1 -6 L
RO 4 =
=)
2 02 o .
Q
=
'g O‘O . T T 0
o a b c d e

Relacion inicial Acetato/Nitrato

Fuente: los autores

Las relaciones Carbono/nitrégeno presentadas: Relaciones Acetato/Nitrato presentadas:
a—0/2,78 mM control; b— 10/0 mM; c— 20/1,94 mM; d— 20/0,97 mM; e—20/0 mM.

Los cultivos reportados en la figura 5 se presentan nuevamente en la figura 6,
mostrando el aumento de biomasa con el transcurrir de los dias, se hace evidente
que la relacion 20/0,97 mM, fue superior en produccion de biomasa durante todos
los dias del experimento. Las relaciones acetato/nitrato restantes mostraron un
comportamiento similar al cultivo control. Sin embargo en todos los experimentos
mixotréficos se nota un incremento marcado en la concentracion de biomasa en el

segundo dia (48h) y son superiores al control al concluir el periodo de
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experimentacién (120h) estos resultados son congruentes con los presentados en
estudios anteriores [3,12,39,64].

Figura 6. Concentracion de biomasa durante los dias de cultivo, para las mejores
productividades obtenidas en cada nivel de nitrato y comparadas con el cultivo
control.

RESUMEN CONCENTRACION DE BIOMASA

—4—0:2,78mM (control}

V. ——10:0mM
1 r% ——202,78mM

0 —e20:1,94mM

0 24 48 72 96 120 {=20:0,97mM

Concentracion biomasa (g/L)

Tiempo (h)

Fuente: los autores

La medicion de la concentracion de clorofila permite confirmar la actividad de los
aparatos fotosintéticos, y se espera que en cultivos mixotréficos su concentracion
decaiga con el tiempo [70] principalmente por la incorporaciéon de carbono
organico [26,71], que permite a las células regular la sintesis de clorofila para
ahorrar energia [72-73]; lo anterior no es aplicable en el presente estudio (Figura
7), donde la concentracion de clorofila fue superior en los cultivos con acetato,
ademas en todos los tratamientos la concentracion de clorofila fue cercana o

mayor a la producida en el control (Figura 8).

Los resultados de este experimento mostraron una actividad fotosintética mas alta
en 20/0,97mM, esto se debe a que la fosforilacion oxidativa del acetato produce

CO;, disponible para su uso en la fotosintesis [49]. De igual forma, la productividad
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de biomasa fue mayor en los cultivos mixotréficos comparado con el cultivo
autotrofico, lo que ratifica que las células obtuvieron sus recursos de energia y
carbono no solo por fotosintesis del CO, presente en el aire, sino también de los
aportados por la fosforilacion oxidativa del acetato tal como se indica en la
literatura [7,64], demostrando que los dos rutas metabdlicas estan activas. Estos
resultados coinciden con los publicados por Syrett et al. [33] Cuyos experimentos

emplearon aire libre de CO, para los cultivos mixotroficos.

Figura 7. Concentracién promedio de clorofila total (a+b) en mg/L en los 5 dias de

cultivo, para las condiciones iniciales de acetato/nitrato.

PROMEDIO CLOROFILA TOTAL (5 DIAS) .

50 i BmM Acetatoinicial
4 - 10mM Acetato inicial
g 40 ¥ 20mM Acetato inicial
1]
2 I
e 30 — —
=
<
‘d:: ] S — -
§ 21.2 . i 21,0
Q i T T T -

OmM 0,97mM 1,94mM 2,78m
Concentracionesiniciales de Nitrato

Fuente: los autores

En la figura 8 se resumen las concentraciones de clorofila mas altas de cada nivel
de nitrégeno y se comparan con la concentracion de clorofila del cultivo control.
Notandose que todos los cultivos mixotroficos estuvieron por encima del este
ultimo.
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Figura 8. Resumen de concentraciones finales de clorofila en cada nivel nitrato en

comparacion con el cultivo control.

RESUMEN CLOROFILA TOTAL

Concentracion de
clorofila mg/L

b c d e
Relacion inicial Acetato/Nitrato

Fuente: los autores

Relaciones Acetato/Nitrato presentadas: a— 20/0mM; b— 20/0,97 mM; c— 20/1,94 mM,;
d— 20/2,78 mM; e— 0/ 2,78 mM control.

En experimentos anteriores realizados en el laboratorio de biomasa, se encontro
que la mayor productividad se alcanza inyectando CO, 10,99 g/L cada 15
minutos, en un periodo de 12 horas durante 5 dias de experimentacion, de este
modo se obtuvo una concentracién final de biomasa de aproximadamente 0,055
gramos de biomasa por litro de cultivo, con 439,6 gramos de COy/litro de cultivo, con un
costo de $2182 pesos. Empleando el mismo tiempo experimental, pero utilizando
como fuente de carbono el acetato a una concentracion 20mM (2,72 g/L) se
obtuvo una concentracion final de biomasa de aproximadamente 3,45 gramos de

biomasa por litro de cultivo, con 2,72 gramos de acetatol/litro de cultivo, con un costo de
$15,78 pesos.

Lo que implica un ahorro en la produccién de biomasa a escala de laboratorio
considerando que la bala de CO; tiene un costo de $124120 pesos colombianos y

que el costo de 25 Kg de acetato es de $145000 pesos colombianos.

31



A continuacién se reportan los datos obtenidos en el analisis de varianza para el

ultimo dia del experimento.

Las pruebas realizadas muestran que existe homogeneidad de varianza,
significancia y diferencias significativas, entre los tratamientos, ademas el
comportamiento particular de los ciclos de luz es diferente al de los ciclos de
oscuridad en el transcurso de todo el experimento, como se muestra en el Anexo

H, para las dos variables de respuesta estudiadas.

Tal como se muestra en el Anexo H, en el dia 1, no es posible establecer
diferencias significativas para la productividad de biomasa entre los tratamientos
en la medicion de la mafana, posiblemente por tratarse de un periodo de
adaptacion, sin embargo en la medicion de la tarde, el tratamiento 20/0,97mM
muestra diferencias significativas. La clorofila se ve afectada por la relaciones
20/0,97mM y 20/2,78mM, que presentan un nivel de significancia para la manana

y la tarde respectivamente.

Se observa que a partir del tercer dia los niveles de 0,97mM de nitrato y 20mM de
acetato, marcaron una gran diferencia en relacion con los demas tratamientos
para la productividad de biomasa; a si mismo este efecto significativo presentd
continuidad en el transcurso de las etapas del cultivo, favoreciendo Ila

productividad de biomasa.

Los tratamientos de 20/1,94mM y 20/2,78mM mostraron significancias en la
produccién de biomasa en el dia 2 de cultivo, pero su efecto no es constante sino
que decae rapidamente, ya que a partir del dia 3 la influencia de estas

concentraciones no se evidencia.

o Variable de respuesta: Productividad de biomasa.

Primero se aplicé un test de homogeneidad de varianza del efecto acetato/nitrato

sobre la productividad, como se muestra en la Tabla 1, los métodos empleados
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por el software STATISTICA 7 incluyen Hartley F-max, Cochran C y Bartlett Chi
cuadrado. De este analisis se concluyé que hay homogeneidad de varianza entre
los tratamientos, porque la varianza explicada es superior a la no explicada
(p>0,05).

Tabla 1. Test de homogeneidad de varianza para el dia 5 (manana y tarde).

Test Homogeneidad de Varianza (dia 5 medicion de la mafiana)
Efecto: Acetato/Nitrato sobre productividad biomasa (g*L "*dia™)

Hartley Cochran Bartlett GL p Homogeneidad de
F-max. C Chi-Sqr. varianza
56,16327 0,410226 13,14006 11 0,284270 SI
Test de Homogeneidad de Varianza (dia 5 medicién de la tarde)
Hartley Cochran Bartlett GL p Homogeneidad de
F-max. C Chi-Sqr. varianza
353,8163 0,346525 14,53381 11 0,204849 SI

Fuente: los autores

Tabla 2. Test de significancia para productividad de biomasa en el dia 5.

DIA 5 MANANA
EFECTO SC GL MC F p Resultado
INTERCEPTO 2,392198 1 2,392198 3214,145 0,000000 S|
NITRATO 0,123228 3 0,041076 55,189  0,000000 Sl
ACETATO 0,134633 2 0,067316 90,446  0,000000 Sl
ACETATO/ NITRATO 0,141612 6 0,023602 31,711  0,000000 Sl
ERROR 0,017863 24 0,000744
DIA 5 TARDE
EFECTO sC GL MC F p Resultado
INTERCEPTO 2,793065 1 2,793065 2012,777 0,000000 Sl
NITRATO 0,221041 3 0,073680 53,097  0,000000 Sl
ACETATO 0,158890 2 0,079445 57,251  0,000000 Sl
ACETATO/NITRATO 0,244682 6 0,040780 29,388  0,000000 Sl
ERROR 0,033304 24 0,001388

Fuente: los autores

Posteriormente se aplico el Test de significancia para determinar si los
tratamientos, Acetato y Nitrato de forma individual y su interaccion, tienen
significancia sobre la variable de respuesta, los resultados se pueden observar en

la Tabla 2, donde p<0,05. La tabla 2 muestra la suma de cuadrados, los grados de
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libertad, la media de cuadrados, la funcion de probabilidad y el valor de la
probabilidad p. Todas las p<0,05 fueron tomadas como significativas y por tanto

se continud con el analisis de varianza.

Las interacciones de los tratamientos acetato/nitrato en el quinto dia de cultivo se
representan mediante las figuras 9 y 10; donde p<0,05, indicando que la
productividad de biomasa de C. vulgaris se ve afectada por la relacién
carbono/nitrégeno. En la figura 9 se aprecia que el tratamiento 20mM acetato-
0,97mM nitrato tiene diferencias significativas sobre la productividad de biomasa,
confirmando los resultados obtenidos anteriormente. Los tratamientos en el nivel 0
y 2,78mM de nitrato se descartan, debido a que ninguno tuvo diferencias
significativas, indicando que no son relaciones carbono/nitrégeno apropiadas para

aumentar la productividad de la biomasa.

Figura 9. Efecto acetato/nitrato sobre productividad (dia 5 en la manana).
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Fuente: los autores

Efectos presentes F (6, 24)= 37,711; p=0,00000. Las barras verticales indican un
intervalo de confianza de 0,95.
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Figura 10. Efecto acetato/nitrato sobre productividad (dia 5 en la tarde).
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Efectos presentes F (6, 24)= 29,388; p=0,00000. Las barras verticales indican un
intervalo de confianza de 0,95.

o Variable de respuesta: Concentracion de clorofila total.

Tabla 3. Test de homogeneidad de varianza para el dia 5 (mafiana y tarde) efecto

acetato/nitrato sobre la concentracién de clorofila total (mg/L)

Test Homogeneidad de Varianza (dia 5 medicion de la mafiana)
Efecto: Acetato/Nitrato sobre la clorofila (mg/L)

Hartley Cochran Bartlett GL D Homogeneidad de
F-max. C Chi-Sqr. varianza
45,92901 0,422538 10,94984 11 0,447475 Sl
Test de Homogeneidad de Varianza (dia 5 medicion de la tarde)
Hartley @ Cochran Bartlett GL D Homogeneidad de
F-max. C Chi-Sqr. varianza
72,98702 0,270893 18,21376 11 0,076751 Sl

Fuente: los autores
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Tabla 4. Test de significancia para la concentracion de clorofila total (mg/L) en el
dia 5.

DIA 5 MANANA
EFECTO SC GL MC F p Resultado
INTERCEPTO 41648,71 1  41648,71 2729,875 0,000000 Sl
NITRATO 1218,78 3 406,26 26,628 0,000000 Sl
ACETATO 585,60 2 292,80 19,192  0,000011 Sl
ACETATO/NITRATO 948,44 6 158,07 10,361 0,000011 Sl
ERROR 366,16 24 15,26
DIA 5 TARDE
EFECTO SC GL MC F P Resultado
INTERCEPTO 54379,91 1 54379,91 1527,219 0,000000 Sl
NITRATO 4848,04 3  1616,01 45,385  0,000000 Sl
ACETATO 1373,39 2 686,70 19,285  0,000010 Sl
ACETATO/NITRATO 1361,41 6 226,90 6,372 0,000409 Sl
ERROR 854,57 24 35,61

Fuente: los autores

En la figura 11 se observa que la concentracion mas alta de acetato (20mM),
favorecio la actividad fotosintética, es por esto que se encuentran concentraciones
de clorofila altas comparadas con los demas tratamientos. Sin embargo por
tratarse de la primera medicidon del dia los datos corresponden al comportamiento
de la microalga en la oscuridad, es por esto que se aprecian rangos de clorofila
mas altos en la figura 12 (medicion de la tarde), correspondiente a la exposicion a

la luz.

Figura 11. Efecto acetato/nitrato sobre clorofila (dia 5 en la mafiana).
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Efectos presentes F (6, 24)= 10,361; p=0,00001. Las barras verticales indican un

intervalo de confianza de 0,95.

Figura 12. Efecto acetato/nitrato sobre clorofila (dia 5 en la tarde).
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Efectos presentes F (6, 24)= 6,3723; p=0,00041. Las barras verticales indican un
intervalo de confianza de 0,95.
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Tabla 5. Resumen del analisis de varianza tratamiento 20/0,97mM.

PROD. DE BIOMASA EFECTO INTERACCION C/N

CLOROFILA EFECTO INTERACCION C/N

TEST SIGN. | DIF. SIGNIF TEST SIGN. | DIF. SIGNIF
DIA TEST H.V. S - TEST H.V. SN o

1 MANA | NO p<0,05 NO p>0,05 NO p>0,05 | SIp>0,05 | SIp<0,05 Sl p<0,05
1 TARD Sl p>0,05 S| p<0,05 SIp<0,05 [ SIp>0,05 | SIp<0,05 Sl p<0,05
2MANA | NO p<0,05 Sl p<0,05 SIp<0,05 | NOp<0,05 | Sl p<0,05 Sl p<0,05
2 TARD NO p<0,05 Sl p<0,05 SIp<0,05 | SIp>0,056 | NOp>0,05 | NO p>0,05
3 MANA Sl p>0,05 S| p<0,05 SIp<0,05 [ SIp>0,05 | SIp<0,05 Sl p<0,05
3 TARD Sl p>0,05 S| p<0,05 SIp<0,05 | NOp<0,05 | Sl p<0,05 Sl p<0,05
4 MANA Sl p>0,05 S| p<0,05 SIp<0,05 [ SIp>0,05 | SIp<0,05 Sl p<0,05
4 TARD Sl p>0,05 Sl p<0,05 SIp<0,05 | SIp>0,05 | NOp>0,05 | NO p>0,05
5 MANA Sl p>0,05 Sl p<0,05 SIp<0,05 [ SIp>0,05 | SIp<0,05 Sl p<0,05
5 MARA Sl p>0,05 S| p<0,05 SIp<0,05 [ SIp>0,05 | SIp<0,05 Sl p<0,05

Segun el andlisis estadistico, esta relacion carbono/nitrégeno tuvo un

comportamiento casi invariante durante los cinco dias de experimentacion, a

diferencia de los demas tratamientos. Permitiendo alcanzar los mejores resultados

en productividad de biomasa y concentracion de clorofila.
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4. CONCLUSIONES

Se encontré una relacion inicial de Acetato/Nitrato de 20/0,97mM que mejora la
productividad de biomasa de C. vulgaris superando en gran medida las

productividades obtenidas en anteriores investigaciones a escala de laboratorio.

Los resultados del analisis de contenido de clorofila y productividad de biomasa,
demostraron la actividad del metabolismo fotosintético y de fosforilacion oxidativa

en C. vulgaris, confirmando que fueron cultivos de comportamiento mixotrofico.

La implementacion de cultivos mixotréficos usando la relacién encontrada en este
estudio, disminuye el costo de produccion de biomasa a escala de laboratorio,
comparado con el suministro de CO; que se ha venido empleando, debido al bajo
costo del acetato de sodio y a la reduccién de la concentracidén de nitrato de sodio

en el medio de cultivo.
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RECOMENDACIONES

La productividad de biomasa aumentd significativamente con los tratamientos
aplicados en este trabajo, sin embargo se recomienda hacer un barrido en el
intervalo de relaciones cercanas a la que se encontr6 como superior en este

estudio.

Para confirmar el consumo total del acetato suministrado a los cultivos de C.
vulgaris se sugiere realizar un seguimiento a la variacion de la concentracion de

este sustrato en el medio de cultivo.

Para posteriores estudios se recomienda determinar la concentracion de lipidos
almacenados por las células de C. vulgaris mediante esta forma de cultivo, ya que
el acetato de sodio ha sido empleado en multiples estudios para mejorar la

produccién de lipidos en las células de C. vulgaris [15,34,64].
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ANEXOS

ANEXO A. REACTIVOS Y EQUIPOS

Tabla Al. Reactivos

REACTIVO FORMULA
Nitrato de sodio NaNO;
Sulfato de magnesio heptahidratado MgSO,-7H,0O
Cloruro de sodio NaCl
Fosfato monoacido de potasio KoHPO,4
Fosfato diacido de potasio KH,PO,4
Cloruro de calcio dihidratado CaCl,-2H,0
Sulfato de zinc heptahidratado ZnS04 7H,0
Cloruro de manganeso tetrahidratado MnCl,-4H,0
Trioxido de molibdeno MoOs
Sulfato de cobre pentahidratado CuS0,4-5H,0
Nitrato de cobalto hexahidratado Co(NOs3),'6H,0
Acido borico H,BO;
Etilen-diaminotetraacetato EDTA
Hidréxido de potasio KOH
Sulfato ferroso heptahidratado FeSO,-7H,0
Acido sulftirico H,SO,4
Acido clorhidrico HCI
Hidréxido de sodio NaOH
Acetato de sodio trihidratado C,H;0,Na-3H,0
Alcohol etilico C2He0;
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Figura Al. Equipos empleados

ESPECTROFOTOMETRO

Spectroquant® Pharo 300,un rango de lengitud de onda
de 190-1100 nm.

S
r ‘ BALANZAANALITICA
[ Serie 320XB, marca Precisa Gravimetrics AG, max.

(= 220 g e=0,001, min. 0,01 g d=0,0001 g.
vy
~

PH- METRO

Handylab pH 11 SCHOTT Instruments

v

J/

CENTRIFUGADORA

«PowerSpin™ MX, velocidad variable 1000 a 3400 rpm,
rotor para 24 tobos de 2 a 10 ml.

HORNO

Marca WTC binder, 115 V 60 Hz, 1,20 kW, temperatura
maxima 300 °C.
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PLACA DE CALENTAMIENTO
Modele MSH-20D

DESECADOR
Desecador con gel de silice.

COMPRESOR
Potencia 350 watts. 1650 rpm

AUTOCLAVE CILINDRICA
Capacidad 25 litros , Modelo 25-X

Microscopio digital HIROX, KH7700
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ANEXO B. MEDIO DE CULTIVO BOLD BASAL

Tabla B1. Preparacién de las soluciones Stock

Macronutrientes
Soluciones Stock Para 400 mL
(1) NaNO3 10,0 g
(2) MgS0O,4.7H,0 3,09
(3) NaCl 1,09
(4) KoHPO4 3,049
(5) KH,PO4 7,09
(6) CaCl,.2H,0 1,09
Micronutrientes
Soluciones Stock ParallL
(7) ZnS0O4.7H,0 8,82 ¢
MnCl,.4H,0 1,44 g
MoO3; 0,71¢
Soluciones de CuS04.5H,0 1,57 g
elementos de Co(NO3)2.6H,0 0,49¢
traza (autoclave |(8) H;BO3 11,42 g
para disolverse) (9) EDTA 50,0 g
KOH 3109
(10) FeS04.7H,0 4,98 g
H,SO4 (concentrado) 1,0 mL
Medio Bold Basal
Soluciones Stock ParallL
Macronutrientes 10,0 mL de cada uno
Micronutrientes 1,0 mL de cada uno

Para los cultivos mixotroficos se vario la cantidad de Stock 1 (solucién de NaNOs).
Con el fin de obtener concentraciones de 0; 0,97; 1,94 y 2,78mM de nitrato con

relacién al medio Bold Basal original.

50



ANEXO C. MONTAJE DEL CULTIVO DE C. vulgaris

Figura C1. Preparacion del inoculo

Micronutrientes
bkt

Agua destilada

B

Macronutrientes

Inéculo /

—r

Nutrientes del \
medio Bold Basal

Cepa C. vulgaris

Figura C2. Adecuacion del sistema de aireacién

El sistema de aireacién consisti6 en un acople “tubo-difusor”, por el cual se

suministré aire de manera continua. Diametro aproximado de burbuja 2,5 mm.
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Figura C3. Montaje de los cultivos mixotroéficos

Soluciones Stock
[Macronutrientes y Micronutrientes)

N e Y

Agua destilada

ilutrienles ei
Medio Bold Basal

Cantidades de acetato de sodio trihidratado para dos litros:

e 100% —20mM — 5,4432 g
e 50% —10mM — 2,7216 g
o 25% —»5mM — 1,3608 g

Las variaciones de nitrogeno, se hicieron mediante la manipulacion de la cantidad
de solucion de nitrato de sodio (stock 1).

e 100% — 20ml de stock 1— 2,78mM de nitrato — 2,78mM de nitrégeno
e 70% — 14ml de stock 1— 1,94mM de nitrato — 1,94mM de nitrogeno
e 35% — T7mlde stock 1— 0,97mM de nitrato — 0,97mM de nitrogeno
o 0% — Oml de stock 1— OmM de nitrato — OmM de nitrégeno
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ANEXO D. MEDICIONES REALIZADAS
Figura D1. Medicion de la densidad optica (cada 12 horas).

Se tomd una muestra de 6 mL de cada uno de los cultivos, a la que se le realizd
una dilucion a la mitad 3 veces. Las diluciones se llevaron a un espectrofotometro

y se midio la densidad 6ptica a una longitud de onda de 500 nm.

Muestra de 6 mlL

_~@

Dilucién

Medicién de
Densidad oplica

Figura D2. Medicion de clorofilas a 'y b (cada 12 horas).

Se tomo una muestra de 10 mL de cada cultivo, se centrifugé durante 7 minutos.
Posteriormente se retird el sobrenadante y se agregé 3 mL de etanol para disolver
la clorofila. Este extracto fue sometido a bafio maria por 5 minutos, luego diluido
con 2 mL mas de etanol, para ser analizado en el espectrofotometro a dos

longitudes de onda diferentes, 650 y 665 nm.

Adicion de 2 mL
Muestra de 10 mL de Etanol

& ey Y Ry

Eliminacién
sobrenadante

Adiciénde 3mL  Jurante S min.

de Etanol
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Figura D3. Medicion de pH (cada 24 horas).

Muestra

Cultivo Medicion de pH

Figura D4. Medicion de peso seco de células (cada 24 horas).

Se tomdé una muestra de 1 mL en un tubo previamente pesado, la cual se
mantuvo 12 horas en el horno a 105 °C y posteriormente 12 horas en el
desecador, por ultimo se peso para calcular la diferencia entre el peso inicial y el

final.

Muestra de 1 mL
— Desecador

durante 12 h
=

Secado a 105 °C
durante 12 h

Cultivo

\ . _4
Peso de la muestra
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ANEXO E. CALCULO DEL COEFICIENTE MASICO DE EXTINCION

Tabla E1. Variacion de la absorbancia con la concentracion de la muestra.

Peso seco por vol. de muestra Absorbancia
(concentracion g/L)
0 0
1 0,807
0,5 0,434
0,25 0,233
0,125 0,117

Figura E1. Grafica de los datos de absorbancia en funcién de la concentracion,

para el calculo del coeficiente masico de extincion.

COEFICIENTE MASICO DE EXTINCION
0,300 /
0,600
0.400 /
/ Abs = 0,8004x + 0,0181
0.200 R?=0,9977
0,000 / ; . .

0] 0,25 0,5 0,75 1

ABSORBANCIA

CONCENTRACION (g/L)
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ANEXO F. DATOS EXPERIMENTALES

Figura F1. Produccién de biomasa durante los 5 dias de cultivo.

CONCENTRACION DE BIOMASA
s (5mM ACETATO INICIAL)
- = 0%N inicial
C —m—35%N inicial
o
E =7 0% N inicial
2 ——100%Ninicial
0 T T T T 1
0 24 B Lemfdy % 120
CONCENTRACION DE BIOMASA

(LOmM ACETATO INICIAL)

+— 0% N inicial

—l—35%N inicial

Biomsa (g/L)

=T 0%MN inicial

0 T T T T 1

0 24 48 72 96 120
Tiempa (h)

i 1 002 M inicial

CONCENTRACION DE BIOMASA
(20mM ACETATO INICIAL)

== (%N inicial
== 3 5% N inicial
e 7 (1% N inicial
i 1 00% N inicial

Biomasa (g/L)

0 24 48 72 96 120
Tiempo (h)
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Figura F2. Relacién entre la concentracion de biomasa y clorofila para cada nivel

de acetato en el ultimo dia del experimento.

RELACIOMN ENTRE LA BIOMASA PRODUCIDA Y LA
CLOROFILATCTAL (5mM ACETATO INICIAL)
— 60
E S
a 40 E
g 2
=] 20 o
o =
[w]
0
omM 0,97mM  1,94mM 2,78mM
Concentraciones iniciales de Nitrato K Biomasa g/L
= Clorofilamg/L
RELACIONENTRE LABIOMASA PRODUCIDAY LA CLOROFILA
TOTAL(10mM ACETATO INICIAL)
2
= - 60 —_
& 15 S
a - 10 E
E E
o 0,5 - 20 g
[¥]
0 T - 0
omM 0,97mM  1,94mM  2,78mM
. o o ld Biomasa g/L
Concentracienesiniciales de Nitrégeno
== Clorcfila mg/L
RELACION ENTRE LA BIOMASAPRODUCIDA Y LA
CLOROFILA TOTAL {(20mM ACETATO INICIAL)
5 B0
- 4 * —3 - 60 ?n
I A1 N £
- <
2 2 / \1 10 Z
§ 1 ¥ T i 20 g
o 1,39 3,43 145 L, 7|‘ C
0 T T T 0
amM  0,97mM  1,94mM  2,78mM
Concentraciones iniciales de Nitrato Biomasag/L
—4— Clorofila mg/L
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ANEXO G. ANALISIS ESTADISTICO

Tabla G1. Test de homogeneidad de varianza del efecto: Acetato/Nitrato sobre la

productividad de biomasa para las dos mediciones del dia 1.

Test de Homogeneidad de Varianza (dia 1 medicion de la mafiana)
Efecto: Acetato/Nitrato sobre la productividad de biomasa (g L dia™)
Hartley Cochran Bartlett GL p Homogeneidad de
F-max. C Chi-Sqr. varianza
360,5385 0,478067 37,17815 11 0,000108 NO
Test de Homogeneidad de Varianza (dia 1 medicién de la tarde)
Hartley Cochran Bartlett GL p Homogeneidad de
F-max. C Chi-Sqr. varianza
12,77953 0,321960 6,025114 11 0,871683 Sl

Los numeros en rojo en la tabla G1, cuando p<0,05, indican que no hubo
homogeneidad de varianza entre los tratamientos, la varianza no explicada es
superior a la explicada; por tanto los valores de la variable de respuesta estan

dispersos dentro de un mismo tratamiento.

Tabla G2. Test de significancia sobre la productividad de biomasa para las dos

mediciones del dia 1.

Test de significancia para productividad de biomasa (g L™ dia™) (dia 1 medicién de la mafiana)
EFECTO SS GL MS F p SIGNIFICANTE
INTERCEPTO 0,478459 1 0,478459  559,2823  0,000000 Sl
NITRATO 0,020529 3  0,006843 7,9988 0,000722 Sl
ACETATO 0,001655 2  0,000828 0,9676 0,394345 NO
ACETATO/NITRATO  0,011618 6  0,001936 2,2634 0,071440 NO
ERROR 0,020532 24 0,000855
Test de significancia para productividad de biomasa (g L™ dia™) (dia 1 medicién de la tarde)
EFECTO SS GL MS F p SIGNIFICANTE
INTERCEPTO 0,574219 1 0,574219  3916,292  0,000000 SI
NITRATO 0,029956 3  0,009985 68,102 0,000000 SI
ACETATO 0,014997 2 0,007498 51,141 0,000000 Sl
ACETATO/NITRATO  0,023589 6  0,003931 26,813 0,000000 SI
ERROR 0,003519 24  0,000147

En la tabla G2 se muestran los resultados del test de significancia, los numeros en

rojo, p<0,05, indican que hubo una respuesta significativa a los tratamientos por
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parte de la variable de respuesta. En es este caso la interaccidon de interés,
acetato/nitrato no presenta significancia sobre productividad de biomasa en la
medicién de la mafiana.

Figura G1. Efecto acetato/nitrato sobre productividad (dia 1 en la manana).
Efectos presentes F (6, 24)= 2,2634; p=0,07144. Las barras verticales indican un

intervalo de confianza de 0,95.
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En la figura G1, se presentan las interacciones de los 3 niveles acetato con los 4
niveles de nitrato, no es posible observar ninguna diferencia significativa entre los

tratamientos en la medicion de la manana.

Figura G2. Efecto acetato/nitrato sobre productividad (dia 1 en la tarde). Efectos
presentes F (6, 24)= 26,813; p=0,00000. Las barras verticales indican un intervalo

de confianza de 0,95.
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En la figura G2, se presentan las interacciones de los 3 niveles acetato con los 4
niveles de nitrato, todos los tratamientos se encuentran distribuidos de forma
similar, excepto para 20mM de acetato y 0,97mM de nitrato, donde se observa

una diferencia significativa en la variable de respuesta.

Al final de este capitulo se presentan las interacciones detalladas entre los doce
tratamientos aplicados. El software compara cada tratamiento con los once

restantes y resalta en rojo sus diferencias significativas, cuando p<0,05.

Tabla G3. Test de homogeneidad de varianza del efecto: Acetato/Nitrato sobre la

clorofila para las dos mediciones del dia 1.

Test de Homogeneidad de Varianza (dia 1 medicion de la mafiana)
Efecto: Acetato/Nitrato sobre clorofila (mg/L)

Hartley = Cochran Bartlett GL p Homogeneidad de varianza
F-max. C Chi-Sqr.
260,4090 0,351581 16,20410 11 0,133721 Sl
Test de Homogeneidad de Varianza (dia 1 medicién de la tarde)
Hartley @ Cochran Bartlett GL p Homogeneidad de varianza
F-max. C Chi-Sqr.
37,89764 0,341536 11,84811 11 0,375168 Sl

Los numeros en negro en la tabla G3, cuando p>0,05, indican que hubo
homogeneidad de varianza entre los tratamientos, la varianza no explicada es
inferior a la explicada; por tanto los valores de la variable de respuesta son

similares dentro de un mismo tratamiento.

En la tabla G4 se muestran los resultados del test de significancia, los numeros en
rojo, p<0,05, indican que hubo una respuesta significativa de variable de

respuesta a todos los tratamientos.

En la figura G3, se presentan las interacciones de los 3 niveles acetato con los 4
niveles de nitrato, todos los tratamientos se encuentran distribuidos de forma
similar, excepto para 20mM de acetato y 0,97mM de nitrato, donde se observa

una diferencia significativa en la variable de respuesta.

60



Tabla G4. Test de significancia sobre la clorofila para las dos mediciones del dia 1.

Test de significancia para clorofila (mg/L) (dia 1 medicion de la mafiana)
EFECTO SS GL MS F p SIGNIFICANTE
INTERCEPTO 1711863 1 17118,63 3154,021 0,000000 SI
NITRATO 191,55 3 63,85 11,764  0,000062 SI
ACETATO 242,92 2 121,46 22,379  0,000003 SI
ACETATO/NITRATO 388,88 6 64,81 11,942  0,000003 Sl
ERROR 130,26 24 5,43
Test de significancia para clorofila (mg/L) (dia 1 medicion de la tarde)
EFECTO SS GL MS F p SIGNIFICANTE
INTERCEPTO 19800,55 1 19800,55 750,3399 0,000000 SI
NITRATO 1153,84 3 384,61 14,5749  0,000013 SI
ACETATO 581,13 2 290,57 11,0109  0,000405 Sl
ACETATO/NITRATO 537,57 6 89,59 3,3952 0,014392 Sl
ERROR 633,33 24 26,39

Figura G3. Efecto acetato/nitrato sobre clorofila (dia 1 en la manana). Efectos
presentes F (6, 24)= 11,946; p=0,00000. Las barras verticales indican un intervalo

de confianza de 0,95.
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En la figura G4, se presentan las interacciones de los 3 niveles acetato con los 4
niveles de nitrato, todos los tratamientos se encuentran distribuidos de forma
similar, excepto para 20mM de acetato y 2,78mM de nitrato, donde se observa

una diferencia significativa en la variable de respuesta.

Al final de este capitulo se presentan las interacciones detalladas entre los doce
tratamientos aplicados. El software compara cada tratamiento con los once

restantes y resalta en rojo sus diferencias significativas, cuando p<0,05.
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Figura G4. Efecto acetato/nitrato sobre clorofila (dia 1 en la tarde). Efectos
presentes F (6, 24)= 3,3952; p=0,01439. Las barras verticales indican un intervalo

de confianza de 0,95.
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A continuacion se resumen los test realizados desde los dias 2 en adelante para

las dos variables de respuesta y las dos mediciones diarias.

Tabla G5. Test de homogeneidad de varianza del efecto: Acetato/Nitrato y Test

de significancia sobre la productividad para las dos mediciones del dia 2.

Test de Homogeneidad de Varianza (dia 2 medicion de la mafiana)
Efecto: Acetato/Nitrato sobre la productividad de biomasa (g L™ dia™")
Hartley = Cochran Bartlett GL p Homogeneidad de varianza
F-max. C Chi-Sqr.
333,4060 0,544928 26,68847 11 0,005120 NO
Test de Homogeneidad de Varianza (dia 2 medicién de la tarde)
Hartley @ Cochran Bartlett GL p Homogeneidad de varianza
F-max. C Chi-Sqr.
1356,063 0,365706 28,22088 11 0,002994 NO
Test de significancia para productividad de biomasa (g L™ dia™) (dia 2 medicién de la mafiana)
EFECTO SS GL MS F p SIGNIFICANTE
INTERCEPTO 1,422860 1 1,422860 601,1605 0,000000 Sl
NITRATO 0,091037 3 0,030346 12,8210  0,000034 Sl
ACETATO 0,074074 2 0,037037 15,6482  0,000045 SI
ACETATO/NITRATO  0,046466 6 0,007744 3,2720 0,017023 SI
ERROR 0,056805 24  0,002367
Test de significancia para productividad de biomasa (g L™ dia™) (dia 2 medicién de la tarde)
EFECTO SS GL MS F p SIGNIFICANTE
INTERCEPTO 2,258126 1 2,258126  1372,255  0,000000 SI
NITRATO 0,039529 3 0,013176 8,007 0,000718 SI
ACETATO 0,089502 2 0,044751 27,195 0,000001 SI
ACETATO/NITRATO  0,034054 6 0,005676 3,449 0,013380 Sl
ERROR 0,039493 24 0,001646
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Figura Gb5. Efecto acetato/nitrato sobre productividad (dia 2 en la mafana).

Efectos presentes F (6, 24)= 3,2720; p=0,01702. Las barras verticales indican un
intervalo de confianza de 0,95.
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En la figura G5, se presentan las interacciones de los 3 niveles acetato con los 4
niveles de nitrato, todos los tratamientos se encuentran distribuidos de forma
similar, excepto para 20mM de acetato y 2,78mM de nitrato, donde se observa
una diferencia significativa en la variable de respuesta. En 20mM de acetato y
0,97mM de nitrato, se presentan diferencias con algunos tratamientos, esto se

muestra claramente en las tablas de interacciones al final del capitulo.

Figura G6. Efecto acetato/nitrato sobre productividad (dia 2 en la tarde). Efectos

presentes F (6, 24)= 3,4490; p=0,01338. Las barras verticales indican un intervalo
de confianza de 0,95.
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Tabla G6. Test de homogeneidad de varianza del efecto: Acetato/Nitrato y Test

de significancia sobre la clorofila para las dos mediciones del dia 2.

Test de Homogeneidad de Varianza (dia 2 medicion de la mafiana)
Efecto: Acetato/Nitrato sobre clorofila (mg/L)
Hartley = Cochran Bartlett GL p Homogeneidad
F-méx. C Chi-Sqr. de varianza
313,8334 0,528870 22,64013 11 0,019857 NO
Test de Homogeneidad de Varianza (dia 2 medicién de la tarde)
Hartley = Cochran  Bartlett GL p Homogeneidad
F-max. C Chi-Sqr. de varianza
178,7536 0,392234 14,96886 11 0,183927 SI
Test de significancia para clorofila (mg/L) (dia 2 medicion de la mafiana)
EFECTO SS GL MS F p SIGNIFICANTE
INTERCEPTO 25966,05 1  25966,05 903,1598 0,000000 Sl
NITRATO 1004,21 3 334,74 11,6430 0,000066 Sl
ACETATO 758,60 2 379,30 13,1930 0,000136 Sl
ACETATO/NITRATO 656,24 6 109,37 3,8043  0,008342 Sl
ERROR 690,01 24 28,75
Test de significancia para clorofila (mg/L) (dia 2 medicién de la tarde)
EFECTO SS GL MS F P SIGNIFICANTE
INTERCEPTO 28076,60 1  28076,60 1117,978 0,000000 Sl
NITRATO 1597,18 3 532,39 21,199  0,000001 Sl
ACETATO 236,60 2 118,30 4,710 0,018807 Sl
ACETATO/NITRATO 175,24 6 29,21 1,163 0,358237 NO
ERROR 602,73 24 25,11

Figura G7. Efecto acetato/nitrato sobre clorofila (dia 2 en la mafiana y la tarde).
Manana: Efectos presentes F (6, 24)= 3,8043; p=0,00834. Tarde: Efectos
presentes F (6, 24)= 1,1630; p=0,35824. Las barras verticales indican un intervalo

de confianza de 0,95.
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Tabla G7. Test de homogeneidad de varianza del efecto: Acetato/Nitrato y Test

de significancia sobre la productividad para las dos mediciones del dia 3.

Test de Homogeneidad de Varianza (dia 3 medicion de la mafiana)
Efecto: Acetato/Nitrato sobre la productividad de biomasa (g L™ dia™)
Hartley Cochran Bartlett GL p Homogeneidad
F-max. C Chi-Sqr. de varianza
122,7248 0,390159 15,51875 11 0,159958 Sl
Test de Homogeneidad de Varianza (dia 3 medicién de la tarde)
Hartley Cochran Bartlett GL p Homogeneidad
F-max. C Chi-Sqr. de varianza
1542,250 0,284561 17,90642 11 0,083778 Sl
Test de significancia para productividad de biomasa (g L™ dia™) (dia 3 medicién de la mafiana)
EFECTO SS GL MS F p SIGNIFICANTE
INTERCEPTO 1,761384 1 1,761384  1852,213  0,000000 Sl
NITRATO 0,158717 3  0,052906 55,634 0,000000 Sl
ACETATO 0,070513 2  0,035257 37,075 0,000000 Sl
ACETATO/NITRATO  0,086239 6  0,014373 15,114 0,000000 Sl
ERROR 0,022823 24  0,000951
Test de significancia para productividad de biomasa (g L™ dia™) (dia 3 medicién de la tarde)
EFECTO SS GL MS F p SIGNIFICANTE
INTERCEPTO 1,693531 1 1,693531 2816,486  0,000000 SI
NITRATO 0,134470 3  0,044823 74,545 0,000000 Sl
ACETATO 0,062845 2  0,031422 52,258 0,000000 Sl
ACETATO/NITRATO  0,128943 6  0,021490 35,740 0,000000 SI
ERROR 0,014431 24  0,000601

Figura G8. Efecto acetato/nitrato sobre productividad (dia 3 en la mafiana y la
tarde). Manana: Efectos presentes F (6, 24)= 15,114; p=0,00000. Tarde: Efectos
presentes F (6, 24)= 35,740; p=0,00000. Las barras verticales indican un intervalo
de confianza de 0,95.
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Tabla G8. Test de homogeneidad de varianza del efecto: Acetato/Nitrato y Test

de significancia sobre la clorofila para dos mediciones del dia 3.

Test de Homogeneidad de Varianza (dia 3 medicion de la mafiana)
Efecto: Acetato/Nitrato sobre la clorofila (mg/L)
Hartley  Cochran Bartlett GL p Homogeneidad de varianza
F-méx. C Chi-Sqr.
3792,810 0,210016 13,83235 11 0,242409 Sl
Test de Homogeneidad de Varianza (dia 3 medicién de la tarde)
Hartley  Cochran  Bartlett GL p Homogeneidad de varianza
F-méx. C Chi-Sqr.
428,1123 0,322270 23,58594 11 0,014596 NO
Test de significancia para clorofila (mg/L) (dia 3 medicion de la mafiana)
EFECTO SS GL MS F P SIGNIFICANTE
INTERCEPTO 51823,54 1 51823,54 2481,427 0,000000 Sl
NITRATO 1883,42 3 627,81 30,061 0,000000 Sl
ACETATO 286,60 2 143,30 6,862 0,004398 Sl
ACETATO/NITRATO 110595 6 184,32 8,826 0,000039 Sl
ERROR 501,23 24 20,88
Test de significancia para clorofila (mg/L) (dia 3 mediciéon de la tarde)
EFECTO SS GL MS F P SIGNIFICANTE
INTERCEPTO 17893,32 1 17893,32 2381,136 0,000000 Sl
NITRATO 375,53 3 125,18 16,658  0,000005 SI
ACETATO 403,50 2 201,75 26,847  0,000001 Sl
ACETATO/NITRATO 850,41 6 141,73 18,861 0,000000 Sl
ERROR 180,35 24 7,51

Figura G9. Efecto acetato/nitrato sobre clorofila (dia 3 en la mafana y tarde).
Manana: Efectos presentes F (6, 24)= 8,8259; p=0,00004. Tarde: Efectos
presentes F (6, 24)= 18,861; p=0,00000. Las barras verticales indican un intervalo

de confianza de 0,95.
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Tabla G9. Test de homogeneidad de varianza del efecto: Acetato/Nitrato y Test

de significancia sobre la productividad para las dos mediciones del dia 4.

Test de Homogeneidad de Varianza (dia 4 medicion de la mafiana)
Efecto: Acetato/Nitrato sobre la productividad de biomasa (g L™ dia™)
Hartley = Cochran Bartlett GL p Homogeneidad de
F-méx. C Chi-Sqr. varianza
91,61538 0,254441 1491220 11  0,186552 SI
Test de Homogeneidad de Varianza (dia 4 medicién de la tarde)
Hartley =~ Cochran  Bartlett GL p Homogeneidad de
F-max. C Chi-Sqr. varianza
79,83582 0,180697 10,64140 11 0,473776 Sl
Test de significancia para productividad de biomasa (g L™ dia™) (dia 4 medicién de la mafiana)
EFECTO SS GL MS F p SIGNIFICANTE
INTERCEPTO 1,610061 1 1,610061 1771,628 0,000000 Sl
NITRATO 0,120981 3 0,040327 44,374 0,000000 SI
ACETATO 0,081859 2  0,040929 45,037 0,000000 SI
ACETATO/NITRATO  0,108200 6  0,018033 19,843 0,000000 SI
ERROR 0,021811 24  0,000909
Test de significancia para productividad de biomasa (g L™ dia™) (dia 4 medicién de la tarde)
EFECTO SS GL MS F p SIGNIFICANTE
INTERCEPTO 2,445034 1 2,445034  2977,952  0,000000 Sl
NITRATO 0,198051 3 0,066017 80,406 0,000000 SI
ACETATO 0,150428 2  0,075214 91,608 0,000000 Sl
ACETATO/NITRATO  0,218603 6  0,036434 44,375 0,000000 Sl
ERROR 0,019705 24  0,000821

Figura G80. Efecto acetato/nitrato sobre productividad (dia 4 en la mafana y
tarde). Manana: Efectos presentes F (6, 24)= 19,843; p=0,00000. Tarde: Efectos

presentes F (6, 24)= 44,375; p=0,00000. Las barras verticales indican un intervalo
de confianza de 0,95.
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Tabla G10. Test de homogeneidad de varianza del efecto: Acetato/Nitrato sobre

la clorofila para las dos mediciones del dia 4.

Test de Homogeneidad de Varianza (dia 4 medicion de la mafiana)
Efecto: Acetato/Nitrato sobre la clorofila (mg/L)
Hartley Cochran Bartlett ) .
F-méx. o Chi-Sqr. GL p Homogeneidad de varianza
316,7729 042760 188496 44 0,063846 S|
Test de Homogeneidad de Varianza (dia 4 medicion de la tarde)
Hartley Cochran  Bartlett . .
Fomé. c Chi-Sar. GL p Homogeneidad de varianza
320,0763 040016 248476 44 0,010972 S|
Test de significancia para clorofila (mg/L) (dia 4 medicion de la mafiana)
EFECTO SS GL MS F P SIGNIFICANTE
INTERCEPTO 29438’7 1 29438‘7 1126,213  0,000000 SI
NITRATO 1533,34 3 511,11 19,520 0,000001 SI
ACETATO 1720,51 2 860,26 32,854 0,000000 SI
ACETATO/NITRATO 899,23 6 149,87 5,724 0,000824 SI
ERROR 628,42 24 26,18
Test de significancia para clorofila (mg/L) (dia 4 medicién de la tarde)
EFECTO SS GL MS F P SIGNIFICANTE
INTERCEPTO 375786 4 378788 724205 0,000000 sI
NITRATO 2130,86 3 710,29 14,7890 0,000012 SI
ACETATO 174,53 2 87,26 1,8169 0,184177 NO
ACETATO/NITRATO 605,83 6 100,97 2,1024 0,090546 NO
ERROR 1152,67 24 48,03

Figura G11. Efecto acetato/nitrato sobre clorofila (dia 4 en la manana y la tarde).

Manana: Efectos presentes F (6, 24)= 5,7238; p=0,00082. Tarde: Efectos
presentes F (6, 24)= 2,1024; p=0,09055.
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Tablas de interacciones entre los tratamientos sobre la productividad y la clorofila
para todos los dias.
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Tabla G11. Interacciones dia 1 para productividad y clorofila.

Tukey HSD test; variable Productividad biomasa (g L-1 dia-1) (dia 1 en la mafiana)
Probabilidades aproximadas por el Test Post Hoc
Error: Entre Media de cuadrados= 0,00086, Grados de libertad = 24

TRATAMIENTO 1 2 3 4 | 5 6 7 8 9 10 11 12
NmM | AcmM | 0,15 | 0,15 | 0,15 | 0,08 0,12 | 0,16 | 0,09 | 0,12 | 0,08 | 0,10 | 0,08 | 0,10
1 0 5 1,00 1,00| 0,18| 099| 100| 051| 095| 0,16| 0,70| 0,45| 0,65
2 0 10| 1,00 1,00 0,13| 098| 100| 041| 089| 0,11] 059| 0,91| 0,55
3 0 20| 1,00 1,00 0,13| 098| 1,00| 040| 089| 0,11] 058| 0,11| 0,54
4 0,97 5/ 018 0,13| 0,13 0,76 | 0,08 1,00| 091 1,00 1,00| 1,00 1,00
5 0,97 10| 099| 098| 098] 0,76 0,93| 098| 100| 072 100| 0,70]| 1,00
6 0,97 20| 1,00/ 1,00| 1,00| 0,08] 0,93 0,29| 0,79| 0,07| 045| 0,07| 0,41
7 1,94 5| 051| 041 040| 1,00| 098] 0,29 1,00/ 1,00 1,00f 1,00| 1,00
8 1,94 10| 095| 089| 0,89 0,91 1,00 0,79| 1,00 0,89| 1,00 0,88| 1,00
9 1,94 20| 0,16| 0,11] 0111] 100| 0,72| 0,07| 1,00| 0,89 0,99| 1,00| 1,00
10 2,78 5/ 0,70| 059| 058| 1,00| 100| 045| 1,00| 1,00| 0,99 0,99 | 1,00
11 2,78 10| 015 0,11| 0,11| 1,00| 0,70| 0,07| 1,00| 088| 1,00 0,99 1,00
12 2,78 20| 065| 055| 054| 1,00| 1,00 0,41 1,00 1,00] 1,00| 1,00| 1,00
Test deTukey HSD; variable Productividad de biomasa (g L-1 dia-1) (dia 1 en la tarde)
Probabilidades aproximadas por el Test Post Hoc
Error: Entre Media de cuadrados = 0,0015, Grados de libertad = 24
TRATAMIENTO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
NmM | AcmM | 015 | 0,16 | 0,17 | 0,09 | 0,09 | 0,23 | 0,08 | 0,09 | 0,08 | 0,20 | 0,12 | 0,14
1 0 5 1,000 | 0,689 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000| 0,001 | 0,148 | 0,910
2 0 10| 1,000 0,975 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 0,033 | 0,517
3 0 20| 0,689 | 0,975 0,000 | 0,000 | 0,001 | 0,000]| 0,000 | 0,000 | 0,000| 0,002 | 0,056
4 0,97 5| 0,000 | 0,000 | 0,000 1,000 | 0,000 | 0,969 | 1,000 | 0,921 | 1,000 | 0,180 | 0,007
5 0,97 10| 0,000 | 0,000 | 0,000 | 1,000 0,000 | 0,999 | 1,000 | 0,995| 0,997 | 0,070 | 0,002
6 0,97 20| 0,000 | 0,000 | 0,001 | 0,000 | 0,000 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000
7 1,94 5| 0,000 | 0,000 | 0,000 0,969 | 0,999 | 0,000 1,000 | 1,000 | 0,806 | 0,011 | 0,000
8 1,94 10| 0,000 | 0,000 | 0,000 | 1,000 | 1,000 | 0,000 | 1,000 0,996 | 0,996 | 0,065 | 0,002
9 1,94 20| 0,000 | 0,000 | 0,000| 0,921 | 0,995| 0,000 | 1,000 | 0,996 0,689 | 0,007 | 0,000
10 2,78 5| 0,001 | 0,000 | 0,000 1,000 | 0,997 | 0,000 | 0,806 | 0,996 | 0,689 0,394 | 0,021
11 2,78 10| 0,148 | 0,033 | 0,002 | 0,180 | 0,070 | 0,000 | 0,011 | 0,065 | 0,007 | 0,394 0,921
12 2,78 20| 0,910 | 0,517 | 0,056 | 0,007 | 0,002 | 0,000 | 0,000 ] 0,002 | 0,000] 0,021 | 0,921
Test deTukey HSD; variable Clorofila (mg/L) (dia 1 en la mafiana)
Probabilidades aproximadas por el Test Post Hoc
Error: Entre Media de cuadrados=15,257, Grados de libertad= 24
TRATAMIENTO 1 2 3 4 5 6 7 | 8 9 10 11 12
NmM | AcmM | 21,81 | 23,66 | 26,10 | 18,87 | 19,16 | 34,88 | 19,16 20,58 | 17,38 | 15,69 | 21,97 | 22,42
1 0 5 0,997 | 0,531 | 0,912 | 0,954 | 0,000 | 0,954 | 1,000 | 0,484 | 0,112 | 1,000 | 1,000
2 0 10| 0,997 0,974 | 0,375| 0,462 | 0,000 | 0,461 | 0,884 | 0,094 | 0,013 | 0,999 | 1,000
3 0 20| 0,531 | 0,974 0,033 | 0,046 | 0,005 | 0,046 | 0,201 | 0,005 | 0,001 | 0,585 | 0,728
4 0,97 5| 0912 0,375 | 0,033 1,000 | 0,000 | 1,000 | 0,999 | 1,000 | 0,864 | 0,881 | 0,768
5 0,97 10| 0,954 | 0,462 | 0,046 | 1,000 0,000 | 1,000 | 1,000 | 0,998 | 0,790 | 0,933 | 0,846
6 0,97 20| 0,000 | 0,000 | 0,005| 0,000 | 0,000 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000
7 1,94 5] 0,954 | 0,461 | 0,046 | 1,000 | 1,000 | 0,000 1,000 | 0,998 | 0,791 | 0,932 | 0,845
8 1,94 10| 1,000 | 0,884 | 0,201 | 0,999 | 1,000 | 0,000 | 1,000 0,860 | 0,348 | 1,000 | 0,997
9 1,94 20| 0,484 | 0,094 | 0,005| 1,000 | 0,998 | 0,000 | 0,998 | 0,860 0,999 | 0,433 | 0,308
10 2,78 5| 0,112 | 0,013 | 0,001 | 0,864 | 0,790 | 0,000 | 0,791 | 0,348 | 0,999 0,094 | 0,058
11 2,78 10| 1,000 | 0,999 | 0,585 | 0,881 | 0,933 | 0,000 | 0,932 | 1,000 | 0,433 | 0,094 1,000
12 2,78 20| 1,000 1,000) 0,728 | 0,768 | 0,846 | 0,000 | 0,845 | 0,997 | 0,308 | 0,058 | 1,000
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Test deTukey HSD; variable Clorofila mg/L) (dia 1 en la tarde)
Probabilidades aproximadas por el Test Post Hoc
Error: Entre Media de cuadrados = 26,389 Grados de libertad = 24

TRATAMIENTO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
NmM | AcmM | 15,88 | 11,53 | 18,26 | 23,01 | 28,93 | 31,68 | 19,99 | 21,08 | 22,70 | 20,20 | 24,66 | 43,53
1 0 5 0,995| 1,000| 0,851 0,137 | 0,035| 0,997 | 0,979| 0,882 | 0,995| 0,632 | 0,000
2 0 10| 0,995 0,891 | 0,267 | 0,015| 0,003| 0,678 | 0,516 0,301 | 0,647 | 0,132 ] 0,000
3 0 20| 1,000 | 0,891 0,990 | 0,362 | 0,116 | 1,000 | 1,000 | 0,994 | 1,000 | 0,919 | 0,000
4 0,97 5| 0,851 | 0,267 | 0,990 0,950 | 0,649 | 1,000 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 0,003
5 0,97 10| 0,137 ] 0,015] 0,362 | 0,950 1,000 | 0,608 | 0,765| 0,931 | 0,640 | 0,996 | 0,065
6 0,97 20| 0,035] 0,003 | 0,116 | 0,649 | 1,000 0,246 | 0,371| 0,603 | 0,268 | 0,863 | 0,231
7 1,94 5[ 0,997 | 0,678 | 1,000 | 1,000 | 0,608 | 0,246 1,000 | 1,000 | 1,000 | 0,991 | 0,001
8 1,94 10| 0,979| 0,516 | 1,000 | 1,000 | 0,765 0,371 | 1,000 1,000 | 1,000 | 0,999 | 0,001
9 1,94 20| 0,882 ] 0,301| 0,994 | 1,000 | 0,931 | 0,603 | 1,000 | 1,000 1,000 | 1,000 | 0,002
10 2,78 5] 0,995| 0,647 | 1,000 1,000| 0,640 | 0,268 | 1,000 | 1,000 | 1,000 0,994 | 0,001
11 2,78 10| 0,632 0,132 0,919 1,000 | 0,996 | 0,863 | 0,991 | 0,999 | 1,000 | 0,994 0,007
12 2,78 20| 0,000| 0,000 ]| 0,000| 0,003| 0,065 0,231] 0,001 ] 0,001 | 0,002 | 0,001 | 0,007
Tabla G12. Interacciones dia 2 para productividad y clorofila.
Tukey HSD test; variable Productividad biomasa (g L-1 dia-1) (dia 2 en la mafiana)
Probabilidades aproximadas por el Test Post Hoc
Error: Entre Media de cuadrados = 0,00237, Grados de libertad = 24
TRATAMIENTO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
N Ac | 0,16 | 0,27 | 0,19 | 0,45 | 0,19 | 0,30 | 0,43 | 0,12 | 0,45 | 0,17 | 0,25 0,40
mM | mM
1 0 5 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 0,072 | 0,999 | 0,993 | 1,000 | 1,000 | 0,533 0,000
2 0| 10| 1,000 1,000 | 1,000 | 1,000 | 0,115| 0,995 | 0,970 | 1,000 | 1,000 | 0,678 0,001
3 0| 20| 1,000| 1,000 0,994 | 1,000 | 0,263 | 0,928 | 0,823 | 0,999 | 1,000 | 0,906 0,001
4 0,97 5| 1,000 | 1,000 | 0,994 0,995 | 0,033 | 1,000 | 1,000| 1,000 1,000 | 0,327 0,000
5 0,97 | 10| 1,000| 1,000 | 1,000 | 0,995 0,252 | 0,936 | 0,836 | 0,999 | 1,000 | 0,897 0,001
6 0,97 | 20| 0,072| 0,115| 0,263 | 0,033 | 0,252 0,012 | 0,006 | 0,046 | 0,087 | 0,985 0,415
7 1,94 5] 0,999| 0,995| 0,928 | 1,000 | 0,936 | 0,012 1,000 | 1,000 | 0,998 | 0,152 0,000
8 1,94 10| 0,993| 0,970 | 0,823 | 1,000 | 0,836 | 0,006 | 1,000 0,999 | 0,987 | 0,090 0,000
9 1,94 20| 1,000| 1,000 | 0,999 | 1,000 | 0,999 | 0,046 | 1,000 | 0,999 1,000 | 0,410 0,000
10 2,78 5] 1,000 1,000| 1,000 | 1,000 | 1,000 | 0,087 | 0,998 | 0,987 | 1,000 0,593 0,000
11 2,78| 10| 0,533 | 0,678 | 0,906 | 0,327 | 0,897 | 0,985 | 0,152 | 0,090 | 0,410 | 0,593 0,047
12 2,78| 20| 0,000| 0,001| 0,001 | 0,000 | 0,001| 0,415| 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,047
Test deTukey HSD; variable Productividad de biomasa (g L-1 dia-1)(dia2 en la tarde)
Probabilidades aproximadas por el Test Post Hoc
Error: Entre Media de cuadrados=,00165, Grados de libertad= 24
TRATAMIENTO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
N Ac | 0,19 | 0,22 | 0,22 | 0,27 | 0,26 | 0,35 | 0,20 | 0,29 | 0,40 0,21 0,20 0,29
mM | mM
0,999 | 0,998 | 1,000 | 0,657 | 0,002 | 1,000 | 0,218 | 0,000 1,000
1 0 5 7 3 0 7 7 0 7 5 0,9999 0 0,2075
0,999 1,000 | 0,971 | 0,973 | 0,015| 1,000 | 0,632 | 0,000 1,000
2 0| 10 7 0 6 1 8 0 7 5 1,0000 0 0,6137
0,998 | 1,000 0,940 | 0,989 | 0,022 | 1,000 | 0,724 | 0,000 1,000
3 0| 20 3 0 9 3 3 0 8 6 1,0000 0 0,7069
1,000 | 0,971 | 0,940 0,340 | 0,000 | 0,997 | 0,079 | 0,000 0,999
4 0,97 5 0 6 9 1 8 4 1 5 0,9832 0 0,0742
0,657 | 0,973 | 0,989 | 0,340 0,226 | 0,881 | 0,999 | 0,008 0,837
5 0,97 | 10 7 1 3 1 4 6 5 1 0,9572 8 0,9992
0,002 | 0,015| 0,022 | 0,000 | 0,226 0,007 | 0,670 | 0,900 0,005
6 0,97 | 20 7 8 3 8 4 5 2 7 0,0128 7 0,6886
1,000 | 1,000 | 1,000 | 0,997 | 0,881 | 0,007 0,422 | 0,000 1,000
7 1,94 5 0 0 0 4 6 5 4 3 1,0000 0 0,4052
0,218 | 0,632 | 0,724 | 0,079 | 0,999 | 0,670 | 0,422 0,049 0,366
1,94 10 7 7 8 1 5 2 4 6 0,5758 5 1,0000
1,94| 20| 0,000| 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,008 | 0,900 | 0,000 | 0,049 0,0004 | 0,000 | 0,0529
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2 5 6 2 1 7 3 6 2

0,999 | 1,000 | 1,000 | 0,983 | 0,957 | 0,012 | 1,000 | 0,575 | 0,000 1,000
10 2,78 5 9 0 0 5 5 8 0 8 4 0 0,5568

1,000 | 1,000 | 1,000 | 0,999 | 0,837 | 0,005 | 1,000 | 0,366 | 0,000
11 2,78 10 0 0 0 0 8 7 0 5 5 1,0000 0,3505

0,207 | 0,613 | 0,706 | 0,074 | 0,999 | 0,688 | 0,405 | 1,000 | 0,052 0,350
12 2,78 | 20 5 7 9 5 5 6 2 0 9 0,5568 5

Test deTukey HSD; variable Clorofila (mg/L) (dia 2 en la mafiana)
Probabilidades aproximadas por el Test Post Hoc
Error: Entre Media de cuadrados = 28,750, Grados de libertad = 24
TRATAMIENTO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
N Ac | 15,32 | 19,18 | 21,85 | 23,65 | 26,83 | 49,87 | 26,37 | 25,83 | 27,69 | 25,26 | 26,89 | 33,56
mM | mM
1 0 5 0,999 | 0,929 | 0,747 | 0,318 | 0,000 | 0,372 | 0,442 | 0,231] 0,521 | 0,312 0,014
2 0| 10( 0,999 1,000 | 0,996 | 0,830 | 0,000 | 0,877 | 0,921 | 0,724 | 0,955 | 0,823 0,098
3 0| 20| 0,929 | 1,000 1,000 | 0,989 | 0,000 | 0,995 | 0,998 | 0,966 | 1,000 | 0,988 0,296
4 0,97 5| 0,747 | 0,996 | 1,000 1,000 | 0,000 | 1,000 | 1,000 | 0,998 | 1,000 | 1,000 0,524
5 097| 10| 0,318 0,830 | 0,989 | 1,000 0,001 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 0,915
6 0,97| 20| 0,000 0,000| 0,000 ]| 0,000 | 0,001 0,001 | 0,001 | 0,002 | 0,001 | 0,001 0,039
7 1,94 5] 0,372 0,877 | 0,995 | 1,000 | 1,000 | 0,001 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 0,876
8 1,94 10| 0,442] 0,921 | 0,998 | 1,000 | 1,000 | 0,001 | 1,000 1,000 | 1,000 | 1,000 0,820
9 1,94 20| 0,231] 0,724 | 0,966 | 0,998 | 1,000 | 0,002 | 1,000 | 1,000 1,000 | 1,000 0,964
10 2,78 5] 0,521 0,955| 1,000 | 1,000 | 1,000 | 0,001 | 1,000 | 1,000 | 1,000 1,000 0,750
11 2,78| 10) 0,312| 0,823 | 0,988 | 1,000 | 1,000 | 0,001 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 0,919
12 2,78| 20| 0,014 ] 0,098 | 0,296 | 0,524 | 0,915| 0,039 | 0,876 | 0,820 | 0,964 | 0,750 | 0,919
Test deTukey HSD; variable Clorofila (mg/L) (dia 2 en la tarde)
Probabilidades aproximadas por el Test Post Hoc
Error: Entre Media de cuadrados=25,114, Grados de libertad= 24
TRATAMIENTO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
N Ac | 16,59 | 17,11 | 16,67 | 31,50 | 28,66 | 40,54 | 34,94 | 27,25 | 35,25 | 30,52 | 25,32 | 30,80
mM | mM

1 0 5 1,000 | 1,000 | 0,046 | 0,185| 0,000 | 0,007 | 0,330 | 0,006 | 0,077 | 0,606 0,066
2 0| 10| 1,000 1,000 | 0,061 | 0,232 | 0,000| 0,009 | 0,398 | 0,008 | 0,100 | 0,686 0,087
3 0| 20| 1,000] 1,000 0,048 | 0,192 | 0,000 | 0,007 | 0,340 | 0,006 | 0,080 | 0,619 0,069
4 0,97 5| 0,046 | 0,061 | 0,048 1,000 | 0,558 | 0,999 | 0,995 | 0,998 | 1,000 | 0,923 1,000
5 097| 10| 0,185 0,232 | 0,192 | 1,000 0,201 | 0,916 | 1,000 | 0,889 | 1,000 | 0,999 1,000
6 0,97| 20| 0,000 | 0,000| 0,000 ]| 0,558 | 0,201 0,959 | 0,105| 0,972 | 0,413 | 0,039 0,453
7 1,94 5| 0,007 | 0,009 | 0,007 | 0,999 | 0,916 | 0,959 0,760 | 1,000 | 0,993 | 0,471 0,996
8 1,94| 10| 0,330| 0,398 | 0,340 | 0,995 | 1,000 | 0,105 | 0,760 0,716 | 0,999 | 1,000 0,999
9 1,94 20| 0,006 | 0,008 | 0,006 | 0,998 | 0,889 | 0,972 | 1,000 | 0,716 0,988 | 0,426 0,992
10 2,78 5] 0,077 | 0,100 | 0,080 | 1,000 | 1,000 | 0,413 | 0,993 | 0,999 | 0,988 0,975 1,000
11 2,78| 10| 0,606 | 0,686 | 0,619 | 0,923 | 0,999 | 0,039 | 0,471 | 1,000 | 0,426 | 0,975 0,965
12 2,78 | 20| 0,066 | 0,087 | 0,069 | 1,000 | 1,000| 0,453 | 0,996 | 0,999 | 0,992 | 1,000 | 0,965
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Tabla G13. Interacciones dia 3 para productividad y clorofila.

Tukey HSD test; variable Productividad biomasa (g L-1 dia-1) (dia 3 en la mafiana)
Probabilidades aproximadas por el Test Post Hoc
Error: Entre Media de cuadrados = 0,00095, Grados de libertad = 24

TRATAMIENTO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

NmM|AcmM | 0,19 | 0,19 | 0,24 | 0,20 | 0,24 | 0,48 | 0,20 | 0,23 | 0,31 | 0,15 | 0,11 | 0,11
1 0 5 1,000 | 0,642 | 1,000 | 0,683 | 0,000 | 1,000 | 0,911 | 0,005| 0,920 | 0,118 | 0,121
2 0 10| 1,000 0,658 | 1,000 | 0,699 | 0,000 | 1,000 | 0,920 | 0,006 | 0,911 | 0,112 | 0,115
3 0 20) 0,642 | 0,658 0,928 | 1,000 | 0,000 0,888 | 1,000 | 0,378 | 0,051 ] 0,001 | 0,001
4 0,97 5] 1,000 | 1,000 | 0,928 0,946 | 0,000 | 1,000 | 0,997 | 0,021 | 0,625 | 0,035| 0,036
5 0,97 10| 0,683 | 0,699 | 1,000 | 0,946 0,000 | 0,911] 1,000| 0,343 | 0,059 | 0,001 ] 0,001
6 0,97 20| 0,000 0,000 | 0,000 0,000 | 0,000 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 0,000
7 1,94 5| 1,000 1,000 | 0,888 | 1,000 | 0,911 | 0,000 0,993 | 0,016 | 0,699 | 0,045 | 0,047
8 1,94 10| 0,911] 0,920 | 1,000 | 0,997 | 1,000 | 0,000 | 0,993 0,156 | 0,149 | 0,004 | 0,004
9 1,94 20| 0,005| 0,006 | 0,378 | 0,021 ] 0,343 | 0,000 | 0,016 | 0,156 0,000 | 0,000 0,000
10 2,78 5/0920| 0,911 0,051 | 0,625| 0,059 | 0,000 | 0,699 | 0,149 | 0,000 0,866 | 0,872
11 2,78 10| 0,118 0,112 | 0,001 | 0,035 | 0,001 | 0,000 | 0,045| 0,004 | 0,000 | 0,866 1,000
12 2,78 20| 0,121 0,115 0,001 | 0,036 | 0,001 ] 0,000 | 0,047 | 0,004 | 0,000 | 0,872 | 1,000

Test deTukey HSD; variable Productividad de biomasa (g L-1 dia-1) (dia 3 en la tarde)
Probabilidades aproximadas por el Test Post Hoc
Error: Entre Media de cuadrados = 0,00060, Grados de libertad = 24

TRATAMIENTO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

NmM|AcmM | 020 | 0,21 | 0,25 | 0,18 | 0,22 | 0,49 | 0,23 | 0,17 | 0,27 | 0,15 | 0,13 | 0,09
1 0 5 1,000 | 0,361 0,999 | 0,976 | 0,000 | 0,941 | 0,888 | 0,055 | 0,464 | 0,099 | 0,001
2 0 10| 1,000 0,760 | 0,927 | 1,000 | 0,000 | 1,000 | 0,515 0,204 | 0,161 | 0,024 | 0,000
3 0 20| 0,361 0,760 0,081 | 0,974 | 0,000 | 0,992 | 0,015| 0,996 | 0,003 | 0,000 | 0,000
4 0,97 5] 0,999 | 0,927 | 0,081 0,630 | 0,000 | 0,515| 1,000 | 0,008 | 0,917 | 0,416 | 0,008
5 0,97 10| 0,976 | 1,000 | 0,974 | 0,630 0,000 | 1,000 | 0,210 | 0,505 | 0,048 | 0,006 | 0,000
6 0,97 20| 0,000 | 0,000 | 0,000 0,000 | 0,000 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 0,000
7 1,94 5/ 0,941 1,000 | 0,992 | 0,515 | 1,000 | 0,000 0,151| 0,619 | 0,032 | 0,004 | 0,000
8 1,94 10| 0,888 | 0,515| 0,015| 1,000 | 0,210 | 0,000 | 0,151 0,001 | 1,000 | 0,867 | 0,045
9 1,94 20| 0,055| 0,204 | 0,996 | 0,008 | 0,505 | 0,000 | 0,619 | 0,001 0,000 | 0,000 | 0,000
10 2,78 5| 0,464 | 0,161 | 0,003 | 0,917 | 0,048 | 0,000 | 0,032 | 1,000 | 0,000 0,998 | 0,198
11 2,78 10| 0,099 | 0,024 | 0,000 | 0,416 | 0,006 | 0,000 | 0,004 | 0,867 | 0,000 | 0,998 0,692
12 2,78 20| 0,001 | 0,000 | 0,000 | 0,008 ] 0,000| 0,000 | 0,000 0,045] 0,000 | 0,198 | 0,692

Test deTukey HSD; variable Clorofila (mg/L) (dia 3 en la mafiana)
Probabilidades aploximadas por el Test Post Hoc
Error: Entre Media de cuadrados=25,114, Grados de libertad= 24

TRATAMIENTO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

NmM | Ac mM | 36,13 | 27,77 | 24,89 | 35,26 | 46,82 | 53,27 | 49,49 | 33,46 | 52,46 | 29,56 | 30,60 | 35,58
1 0 5 0,540 | 0,166 | 1,000 | 0,215| 0,005 | 0,053 | 1,000 | 0,009 | 0,823 | 0,932 | 1,000
2 0 10| 0,540 1,000 | 0,685| 0,002 | 0,000 | 0,000| 0,919 | 0,000 | 1,000 | 1,000 | 0,633
3 0 20| 0,166 | 1,000 0,249 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,505 | 0,000 | 0,978 | 0,918 | 0,216
4 0,97 5] 1,000 | 0,685| 0,249 0,141 | 0,003 | 0,032 | 1,000 | 0,005| 0,918 | 0,978 | 1,000
5 0,97 10| 0,215 0,002 | 0,000 | 0,141 0,838 | 1,000| 0,053 | 0,923 | 0,005| 0,009 | 0,165
6 0,97 20| 0,005) 0,000 | 0,000 0,003| 0,838 0,996 | 0,001 ] 1,000 | 0,000 | 0,000 | 0,004
7 1,94 5| 0,053 | 0,000| 0,000| 0,032 | 1,000 | 0,996 0,011 | 1,000 | 0,001 | 0,002 | 0,038
8 1,94 10| 1,000 0,919 | 0,505 | 1,000 | 0,053 | 0,001 | 0,011 0,002 | 0,995 | 1,000 | 1,000
9 1,94 20| 0,009 | 0,000 | 0,000 | 0,005] 0,923 | 1,000 | 1,000 | 0,002 0,000 | 0,000 ] 0,006
10 2,78 5] 0,823| 1,000 0,978 | 0,918 | 0,005 | 0,000 | 0,001 | 0,995 | 0,000 1,000 | 0,888
11 2,78 10| 0,932 | 1,000 0,918 | 0,978 | 0,009 | 0,000 | 0,002 | 1,000 | 0,000 | 1,000 0,966
12 2,78 20| 1,000| 0,633 | 0,216 | 1,000 | 0,165| 0,004 | 0,038 | 1,000 | 0,006 | 0,888 | 0,966

Test deTukey HSD; variable Clorofila mg/L)(dia 3 en la tarde)
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Probabilidades aproximadas por el Test Post Hoc

Error: Entre Media de cuadrados=15,257, Grados de libertad= 24
TRATAMIENTO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
NmM | Ac mM | 18,63 | 19,05 | 18,83 | 16,57 | 20,77 | 42,71 | 19,53 | 20,79 | 18,43 | 22,07 | 22,35 | 27,80
1 0 5 1,000 | 1,000 | 0,998 | 0,997 | 0,000 | 1,000 | 0,997 | 1,000| 0,915| 0,867 | 0,017
2 0 10 | 1,000 1,000 | 0,991 | 1,000 | 0,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 0,963 | 0,934 | 0,026
3 0 20| 1,000 | 1,000 0,996 | 0,999 | 0,000 | 1,000 | 0,999 | 1,000 | 0,942 | 0,903 | 0,021
4 0,97 5| 0,998 | 0,991 | 0,996 0,762 | 0,000 | 0,967 | 0,757 | 0,999 | 0,410 | 0,341 | 0,002
5 0,97 10| 0,997 | 1,000 | 0,999 | 0,762 0,000 | 1,000 | 1,000 | 0,995 | 1,000 | 1,000 | 0,129
6 0,97 20| 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000
7 1,94 5| 1,000 | 1,000 | 1,000 | 0,967 | 1,000 | 0,000 1,000 | 1,000 | 0,990 | 0,977 | 0,041
8 1,94 10| 0,997 | 1,000 | 0,999 | 0,757 | 1,000 | 0,000 | 1,000 0,994 | 1,000 | 1,000| 0,132
9 1,94 20| 1,000 | 1,000 | 1,000 | 0,999 | 0,995 | 0,000 | 1,000 | 0,994 0,884 | 0,828 | 0,014
10 2,78 5| 0,915| 0,963 | 0,942 | 0,410 | 1,000 | 0,000 | 0,990 | 1,000 | 0,884 1,000 | 0,352
11 2,78 10| 0,867 | 0,934 | 0,903 | 0,341 | 1,000 | 0,000 | 0,977 | 1,000 | 0,828 | 1,000 0,422
12 2,78 20| 0,017 | 0,026 | 0,021 | 0,002 | 0,129 | 0,000 | 0,041 | 0,132 | 0,014 | 0,352 | 0,422
Tabla G14. Interacciones dia 4 para productividad y clorofila.
Tukey HSD test; variable Productividad biomasa (g L-1 dia-1) (dia 4 en la mafiana)
Probabilidades aproximadas por el Test Post Hoc
Error: Entre Media de cuadrados = 0,00091, Grados de libertad = 24
TRATAMIENTO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
NmM | AcmM | 0,19 | 0,21 | 0,24 | 0,48 | 0,22 | 0,49 | 0,23 | 0,14 | 0,23 | 0,11 | 0,13 | 0,16
1 0 5 0,999 | 0,544 | 1,000 | 0,969 | 0,000| 0,782 | 0,679 | 0,884 | 0,164 | 0,569 | 0,969
2 0 10| 0,999 0,959 | 0,995 | 1,000 | 0,000| 0,997 | 0,209 | 1,000 | 0,027 | 0,152 | 0,578
3 0 20| 0,544 | 0,959 0,437 | 0,998 | 0,000 | 1,000 | 0,012 | 1,000 | 0,001 | 0,008 | 0,057
4 0,97 5| 1,000 | 0,995| 0,437 0,930 | 0,000 | 0,679 | 0,782 | 0,803 | 0,224 | 0,679 | 0,989
5 0,97 10| 0,969 | 1,000 | 0,998 | 0,930 0,000 | 1,000 | 0,089 | 1,000 | 0,010 | 0,062 | 0,320
6 0,97 20| 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000| 0,000 | 0,000
7 1,94 5| 0,782 | 0,997 | 1,000| 0,679 | 1,000 | 0,000 0,029 | 1,000 | 0,003 | 0,019| 0,127
8 1,94 10| 0,679| 0,209 | 0,012 | 0,782 | 0,089 | 0,000 | 0,029 0,046 | 0,996 | 1,000 | 1,000
9 1,94 20| 0,884 | 1,000| 1,000 | 0,803 | 1,000 | 0,000 | 1,000 | 0,046 0,005 | 0,032 | 0,190
10 2,78 5| 0,164 | 0,027 | 0,001 | 0,224 | 0,010 | 0,000 | 0,003 | 0,996 | 0,005 0,999 | 0,849
11 2,78 10| 0,569 | 0,152 | 0,008 | 0,679 | 0,062 | 0,000 | 0,019 | 1,000 | 0,032 | 0,999 0,999
12 2,78 20| 0,969 | 0,578 | 0,057 | 0,989 | 0,320 | 0,000 | 0,127 | 1,000 | 0,190 | 0,849 | 0,999
Test deTukey HSD; variable Productividad de biomasa (g L-1 dia-1)(dia 4 en la tarde)
Probabilidades aproximadas por el Test Post Hoc
Error: Entre Media de cuadrados = 0,00082, Grados de libertad = 24
TRATAMIENTO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
NmM | AcmM | 023 | 0,25 | 0,27 | 0,24 | 0,24 | 0,64 | 0,27 | 0,15 | 0,32 | 0,27 | 0,16 | 0,17
1 0 5 0,999 | 0,813 | 1,000 | 1,000 | 0,000 | 0,784 | 0,084 | 0,050 | 0,295 | 0,191 | 0,344
2 0 10| 0,999 0,998 | 1,000 | 1,000 | 0,000 | 0,996 | 0,013 | 0,257 | 0,061 | 0,035 | 0,075
3 0 20| 0,813 | 0,998 0,932 | 0,978 | 0,000 | 1,000 | 0,001 | 0,791 | 0,007 | 0,004 | 0,009
4 0,97 5| 1,000 | 1,000 | 0,932 1,000 | 0,000 | 0,915| 0,045 | 0,094 | 0,177 | 0,109 | 0,211
5 0,97 10| 1,000 | 1,000 | 0,978 | 1,000 0,000 | 0,970 | 0,027 | 0,147 | 0,115 | 0,068 | 0,139
6 0,97 20| 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000| 0,000 | 0,000
7 1,94 5| 0,784 | 0,996 | 1,000 | 0,915| 0,970 | 0,000 0,001 | 0,821 | 0,006 | 0,003 | 0,008
8 1,94 10| 0,084 | 0,013 | 0,001 | 0,045| 0,027 | 0,000 | 0,001 0,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000
9 1,94 20| 0,050 | 0,257 | 0,791 | 0,094 | 0,147 | 0,000 | 0,821 | 0,000 0,000 | 0,000 | 0,000
10 2,78 5| 0,295| 0,061 | 0,007 | 0,177 | 0,115 | 0,000 | 0,006 | 1,000 | 0,000 1,000 | 1,000
11 2,78 10| 0,191| 0,035| 0,004 | 0,109 | 0,068 | 0,000 | 0,003 | 1,000 | 0,000 | 1,000 1,000
12 2,78 20| 0,344 | 0,075| 0,009 | 0,211 | 0,139 | 0,000 | 0,008 | 1,000 | 0,000 | 1,000 | 1,000
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Test deTukey HSD; variable Clorofila (mg/L) (dia 4 en la mafiana)
Probabilidades aproximadas por el Test Post Hoc
Error: Entre Media de cuadrados = 26,184, Grados de libertad = 24

TRATAMIENTO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
NmM | AcmM | 17,08 | 16,95 | 18,70 | 19,04 | 28,06 | 49,00 | 23,16 | 34,22 | 34,06 | 22,22 | 33,54 | 47,42
1 0 5 1,000 | 1,000 | 1,000 | 0,319 | 0,000 | 0,939 | 0,017 | 0,018 | 0,981 | 0,024 | 0,000
2 0 10| 1,000 1,000 | 1,000 | 0,303 | 0,000 | 0,930 | 0,015| 0,017 | 0,977 | 0,022 | 0,000
3 0 20| 1,000 | 1,000 1,000 | 0,540 | 0,000 | 0,994 | 0,040 | 0,043 | 0,999 | 0,056 | 0,000
4 0,97 5| 1,000 | 1,000 | 1,000 0,590 | 0,000 | 0,997 | 0,047 | 0,051 | 1,000 | 0,067 | 0,000
5 0,97 10| 0,319] 0,303 | 0,540 | 0,590 0,002 | 0,986 | 0,934 | 0,944 | 0,953 | 0,969 | 0,005
6 0,97 20| 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,002 0,000 | 0,058 | 0,053 | 0,000 | 0,041 | 1,000
7 1,94 5| 0,939 | 0,930 | 0,994 | 0,997 | 0,986 | 0,000 0,309 | 0,329 | 1,000 | 0,394 | 0,000
8 1,94 10| 0,017 ] 0,015| 0,040 | 0,047 | 0,934 | 0,058 | 0,309 1,000 | 0,213 | 1,000 | 0,125
9 1,94 20| 0,018 | 0,017 | 0,043 | 0,051 | 0,944 | 0,053 | 0,329 | 1,000 0,228 | 1,000 | 0,116
10 2,78 5| 0,981 0,977 | 0,999 | 1,000 | 0,953 | 0,000 | 1,000 | 0,213 | 0,228 0,280 | 0,000
11 2,78 10| 0,024 | 0,022 | 0,056 | 0,067 | 0,969 | 0,041 | 0,394 | 1,000 | 1,000 | 0,280 0,091
12 2,78 20| 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,005| 1,000 | 0,000| 0,125| 0,116 | 0,000 | 0,091
Test deTukey HSD; variable Clorofila mg/L) (dia 4 en la tarde)
Probabilidades aproximadas por el Test Post Hoc
Error: Entre Media de cuadrados = 48,028, Grados de libertad = 24
TRATAMIENTO 1 2 3 4 5 | 6 7 8 9 10 11 12
NmM | AcmM | 16,73 | 24,29 | 19,75 | 36,04 | 34,57 47,17 | 39,57 | 35,39 | 41,29 | 38,74 | 23,39 | 30,77
1 0 5 0,965 | 1,000 | 0,075| 0,127 | 0,001 | 0,019| 0,095| 0,010 | 0,027 | 0,986 | 0,395
2 0 10| 0,965 0,999 | 0,643 | 0,794 | 0,019| 0,284 | 0,713 | 0,168 | 0,357 | 1,000 | 0,989
3 0 20| 1,000 | 0,999 0,210 | 0,323 | 0,003 | 0,063 | 0,256 | 0,032 | 0,085 | 1,000 | 0,721
4 0,97 5| 0,075 | 0,643 | 0,210 1,000 | 0,710 | 1,000 | 1,000 | 0,998 | 1,000 | 0,541 | 0,998
5 0,97 10| 0,127 | 0,794 | 0,323 | 1,000 0,549 | 0,999 | 1,000 | 0,985 | 1,000 | 0,703 | 1,000
6 0,97 20| 0,001| 0,019| 0,003 | 0,710 | 0,549 0,964 | 0,639 | 0,995 | 0,930 | 0,013 | 0,203
7 1,94 5| 0,019 | 0,284 | 0,063 | 1,000 | 0,999 | 0,964 1,000 | 1,000 | 1,000 | 0,217 | 0,909
8 1,94 10| 0,095| 0,713 | 0,256 | 1,000 | 1,000 | 0,639 | 1,000 0,995 | 1,000 | 0,614 | 0,999
9 1,94 20| 0,010| 0,168 | 0,032 | 0,998 | 0,985 | 0,995 | 1,000 | 0,995 1,000 | 0,124 | 0,772
10 2,78 5| 0,027 | 0,357 | 0,085| 1,000 | 1,000 | 0,930 | 1,000 | 1,000 | 1,000 0,278 | 0,951
11 2,78 10| 0,986 | 1,000 | 1,000 | 0,541 | 0,703 | 0,013 | 0,217 | 0,614 | 0,124 | 0,278 0,970
12 2,78 20| 0,395| 0,989 | 0,721 | 0,998 | 1,000 | 0,203 | 0,909 | 0,999 | 0,772 | 0,951 | 0,970
Tabla G15. Interacciones dia 5 para productividad y clorofila.
Tukey HSD test; variable Productividad biomasa (g L-1 dia-1) (dia 5 en la mafiana)
Probabilidades aproximadas por el Test Post Hoc
Error: Entre Media de cuadrados = 0,00074, Grados de libertad = 24
TRATAMIENTO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
NmM | AcmM | 0,23 | 0,24 | 0,26 | 0,25 | 0,24 | 0,58 | 0,28 | 0,15 | 0,28 | 0,18 | 0,17 | 0,24
1 0 5 1,000 | 0,936 | 1,000 | 1,000 | 0,000 | 0,446 | 0,041| 0,403 | 0,429 | 0,339 | 1,000
2 0 10 | 1,000 0,986 | 1,000 | 1,000 | 0,000 | 0,622 | 0,022 | 0,575 | 0,281 | 0,213 | 1,000
3 0 20| 0,936 | 0,986 1,000 | 0,991 | 0,000 | 0,998 | 0,001 | 0,996 | 0,027 | 0,019 | 0,998
4 0,97 5| 1,000 | 1,000 | 1,000 1,000 | 0,000 | 0,869 | 0,008 | 0,836 | 0,126 | 0,091 | 1,000
5 0,97 10 | 1,000 | 1,000 | 0,991 | 1,000 0,000 | 0,669 | 0,019 | 0,622 | 0,248 | 0,187 | 1,000
6 0,97 20| 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000
7 1,94 5| 0,446 | 0,622 | 0,998 | 0,869 | 0,669 | 0,000 0,000 | 1,000 | 0,003 | 0,002 | 0,774
8 1,94 10| 0,041] 0,022 | 0,001 | 0,008 | 0,019 | 0,000 | 0,000 0,000 | 0,975 | 0,991 | 0,012
9 1,94 20| 0,403 | 0,575 | 0,996 | 0,836 | 0,622 | 0,000 | 1,000 | 0,000 0,003 | 0,002 | 0,732
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10 2,78 5| 0,429| 0,281] 0,027 | 0,126 | 0,248 | 0,000 | 0,003 | 0,975 | 0,003 1,000 | 0,182
11 2,78 10| 0,339 | 0,213 | 0,019 | 0,091 | 0,187 | 0,000 | 0,002 | 0,991 | 0,002 | 1,000 0,134
12 2,78 20| 1,000| 1,000 | 0,998 | 1,000| 1,000 | 0,000| 0,774 | 0,012] 0,732 | 0,182 | 0,134
Test deTukey HSD; variable Productividad de biomasa (g L-1 dia-1)(dia 5 en la tarde)
Probabilidades aproximadas por el Test Post Hoc
Error: Entre Media de cuadrados = 0,00139, Grados de libertad = 24
TRATAMIENTO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 | 10 11 12
NmM | AcmM | 0,27 | 029 | 0,28 | 0,25 | 0,28 | 0,69 | 0,28 | 0,46 | 0,29 0,17 | 0,127 | 0,23
1 0 5 1,000 | 1,000 | 0,999 | 1,000 | 0,000 | 1,000 | 0,052 | 1,000 | 0,070 | 0,085 | 0,981
2 0 10| 1,000 1,000 | 0,961 | 1,000 | 0,000 | 1,000 | 0,016 | 1,000 | 0,022 | 0,028 | 0,827
3 0 20| 1,000 | 1,000 0,993 | 1,000 | 0,000 | 1,000 | 0,030 | 1,000 | 0,041 | 0,050 | 0,933
4 0,97 5] 0,999 | 0,961 | 0,993 0,996 | 0,000 | 0,991 | 0,258 | 0,942 | 0,324 | 0,375 | 1,000
5 0,97 10| 1,000 | 1,000 | 1,000 | 0,996 0,000 | 1,000| 0,036 | 1,000 | 0,049| 0,061 | 0,954
6 0,97 20| 0,000 | 0,000 | 0,000| 0,000 | 0,000 0,000 | 0,000 | 0,000] 0,000 | 0,000 | 0,000
7 1,94 5] 1,000 | 1,000| 1,000 | 0,991 | 1,000 | 0,000 0,028 | 1,000 | 0,038 | 0,047 | 0,923
8 1,94 10| 0,052 | 0,016 | 0,030 | 0,258 | 0,036 | 0,000 | 0,028 0,013 | 1,000 | 1,000 | 0,462
9 1,94 20| 1,000 | 1,000 | 1,000| 0,942 | 1,000 | 0,000| 1,000 | 0,013 0,018 | 0,023 | 0,782
10 2,78 5| 0,070 | 0,022 | 0,041 | 0,324 | 0,049 | 0,000 | 0,038 | 1,000 | 0,018 1,000 | 0,550
11 2,78 10| 0,085 | 0,028 | 0,050 | 0,375 | 0,061 | 0,000 | 0,047 | 1,000 | 0,023 | 1,000 0,612
12 2,78 20] 0,981 0,827 | 0,933 | 1,000 | 0,954 | 0,000] 0,923 | 0,462 | 0,782 | 0,550 | 0,612
Test deTukey HSD; variable Clorofila (mg/L) (dia 5 en la mafiana)
Probabilidades aproximadas por el Test Post Hoc
Error: Entre Media de cuadrados=15,257, Grados de libertad= 24
TRATAMIENTO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
NmM | Ac mM | 23,24 | 29,49 | 27,90 | 35,83 | 37,97 | 51,29 | 33,62 | 26,57 | 51,70 | 33,05 | 29,57 | 27,94
1 0 5 0,714 | 0,937 | 0,024 | 0,005| 0,000 | 0,104 | 0,995| 0,000 | 0,147 | 0,699 | 0,934
2 0 10| 0,714 1,000 | 0,697 | 0,302 | 0,000 | 0,972 | 0,998 | 0,000 | 0,991 | 1,000 | 1,000
3 0 20| 0,937 | 1,000 0,394 | 0,126 | 0,000 | 0,807 | 1,000 | 0,000 | 0,888 | 1,000 | 1,000
4 0,97 5] 0,024 | 0,697 | 0,394 1,000 | 0,003 | 1,000 | 0,201 | 0,002 | 0,999 | 0,712 | 0,399
5 0,97 10| 0,005] 0,302 | 0,126 | 1,000 0,014 | 0,960 | 0,053 | 0,010 | 0,913 ] 0,314 | 0,128
6 0,97 20| 0,000 | 0,000 | 0,000| 0,003 | 0,014 0,001 | 0,000 | 1,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000
7 1,94 5] 0,104 | 0,972] 0,807 | 1,000 | 0,960 | 0,001 0,557 | 0,000 | 1,000| 0,975| 0,812
8 1,94 10| 0,995| 0,998 | 1,000 | 0,201 | 0,053 | 0,000 | 0,557 0,000 | 0,670 | 0,998 | 1,000
9 1,94 20| 0,000 | 0,000 | 0,000| 0,002 | 0,010 | 1,000 | 0,000 | 0,000 0,000 | 0,000 | 0,000
10 2,78 5] 0,147 | 0,991] 0,888 | 0,999 | 0,913 | 0,000 | 1,000 | 0,670 | 0,000 0,992 | 0,892
11 2,78 10| 0,699 | 1,000 | 1,000 | 0,712 | 0,314 | 0,000 | 0,975| 0,998 | 0,000 | 0,992 1,000
12 2,78 20| 0,934 | 1,000 | 1,000] 0,399 | 0,128 | 0,000] 0,812 | 1,000 | 0,000 | 0,892 | 1,000
Test deTukey HSD; variable Clorofila mg/L)(dia 5 en la tarde)
Probabilidades aproximadas por el Test Post Hoc
Error: Entre Media de cuadrados = 35,607, Grados de libertad = 24
TRATAMIENTO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
NmM | Ac mM | 19,63 | 23,62 | 24,79 | 37,67 | 49,73 | 61,51 | 52,50 | 32,33 | 65,52 | 28,35 | 32,16 | 38,58
1 0 5 0,999 | 0,994 | 0,041 | 0,000| 0,000 | 0,000| 0,329 | 0,000 | 0,808 | 0,347 | 0,027
2 0 10| 0,999 1,000 | 0,208 | 0,001 | 0,000 | 0,000| 0,809 | 0,000| 0,997 | 0,826 | 0,148
3 0 20| 0,994 | 1,000 0,310 | 0,002 ] 0,000 | 0,000 | 0,911] 0,000 | 1,000 | 0,923 | 0,228
4 0,97 5] 0,041 0,208 | 0,310 0,399 | 0,003 | 0,156 | 0,992 | 0,000 | 0,741 ] 0,990 | 1,000
5 0,97 10| 0,000] 0,001 | 0,002 | 0,399 0,432 | 1,000 | 0,054 | 0,106 | 0,009 | 0,050 | 0,510
6 0,97 20| 0,000 | 0,000 | 0,000]| 0,003 | 0,432 0,777 | 0,000 | 0,999 | 0,000 | 0,000 | 0,004
7 1,94 5] 0,000 | 0,000| 0,000 0,156 | 1,000 | 0,777 0,015| 0,297 | 0,002 | 0,014 | 0,219
8 1,94 10| 0,329 ] 0,809 | 0,911 | 0,992 | 0,054 | 0,000 | 0,015 0,000 | 0,999 | 1,000 | 0,974
9 1,94 20| 0,000 | 0,000 | 0,000| 0,000| 0,106 | 0,999 | 0,297 | 0,000 0,000 | 0,000 | 0,001
10 2,78 5] 0,808 | 0,997 | 1,000 | 0,741 | 0,009 | 0,000 | 0,002 | 0,999 | 0,000 1,000 | 0,627
11 2,78 10| 0,347 ] 0,826 | 0,923 | 0,990 | 0,050 | 0,000 | 0,014 ] 1,000 | 0,000 | 1,000 0,968
12 2,78 20| 0,027 | 0,148 | 0,228 | 1,000 | 0,510 | 0,004 | 0,219 | 0,974 | 0,001 | 0,627 | 0,968
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