Carmelo Rigano & Roberto Taddei

Estrema acido-resistenza dell’alga
Cyanidium caldarium (Tilden) Geitler
vivente alla solfatara di Pozzuoli (Napoli). *

In due precedenti note (Rigano, 1965; Rigano & Conforti,
1967) e stata studiata I'ecologia di un’alga unicellulare che vive
nei terreni fumarolici acidi della solfatara di Pozzuoli e della
localita Pisciarelli, vicino Napoli. L'alga ¢ stata determinata
come Cyanidium caldarium (Tilden) Geitler.

Il C. caldarium € una specie cosmopolita: essa ¢ stata fi-
nora trovata a Giava, in Giappone, alla Dominica, nello Yel-
lowstone Park (USA) ed in altre localita delllAmerica del Nord.

Il C. caldarium, specie che colonizza gli ambienti vulca-
nici caldi e acidi, presenta una eccezionale acido- e termo-tolle-
ranza; in natura infatti esso é stato trovato anche a pH ! (Hi-
rose, 1950) ed alla temperatura di 60° C (Brock, 1967). Le con-
dizioni ecologiche trovate per il C. caldarium delle fumarole
di Pozzuoli e dei Pisciarelli (Rigano & Conforti, 1967) si avvi-
cinano notevolmente a quelle trovate altrove per la stessa alga,
soprattutto per quanto riguarda il pH che presenta valori
molto bassi, fino a 1,4; la temperatura massima trovata ¢ 53° C.
Come il C. caldarium che si trova in altre localita, quindi,
anche l'alga che vive nei pressi di Napoli presenta una estrema
acido-resistenza e vive su terreni ricchi di acido solforico. In
base a questa ultima osservazione ecologica, abbiamo voluto

* Lavoro eseguito con un contributo del Consiglio Nazionale delle
Ricerche, nell'ambito del Comitato Biologia e Medicina, Gruppo « Eco-
logia », presso listituto Botanico dell'universita di Napoli (Facolta
di Scienze).
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stabilire in laboratorio fino a quale limite sia spinta tale
acido-resistenza dell'alga di Pozzuoli e fino a quale concentra-
zione di acido solforico essa sia in grado di sopravvivere e
moltiplicarsi.

Materiali e metodi

L'alga, prelevata sterilmente da una fumarola, veniva col-
tivata in laboratorio sul mezzo di Allen (1959) alla tempera-
tura di 45°C.

Le colture liquide di C. caldarium, effettuate allo scopo di
stabilire i limiti dell'acido-resistenza di questalga, sono state
allestite in provettoni cilindrici da 37 mm di diametro; esse
erano in numero di 10 ed in ognuna e stato aggiunto acido
solforico in quantita diversa (fino a 50 cc/l), come indicato
nella tabella 1, dove ¢ riportato anche il pH iniziale. Tali col-
ture erano tenute alla temperatura di 45°C e ad illuminazione
costante; la sorgente luminosa era costituita da lampade Phi-
lips tipo daylight e l'intensita luminosa alla superficie dei pro-
vettoni era di 4.000 lux. In esse inoltre veniva fatta gorgogliare
una miscela di aria arricchita di COl (5 %).

La crescita dell'alga era seguita mediante lettura al colo-
rimetro alla lunghezza d'onda di 600 mp.

Risultati e discussioni

Nella tabella 1 sono riportati i tempi di generazione (Tg)
e le costanti di crescita (k) delle colture di C. caldarium calco-
lati durante la fase esponenziale di crescita *

* 1l tempo di generazione (Tg) € quello necessario perché il numero
di cellule nella coltura si raddoppi; esso e stato calcolato con la se-
guente formula:

(T2 — Tt) . log 2

Tg
log D? — log Dt
dove Dj e D? sono le densita ottiche delle colture rispettivamente ai
tempi Tj e T2
Il valore di k rappresenta numericamente la velocita di crescita.
Tra Tg e k esiste la relazione:
k. Tg = log 2
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La crescita piu rapida si & avuta alla concentrazione di
3 cc di H2SO04/1 (0,0565 M), che corrisponde ad un pH di 14;
e interessante notare che tale pH é quello da noi trovato in
natura in presenza delLalga. Oltre i 3 cc/l, 1 H2SO4 diventa
un inibitore; infatti le altre colture hanno presentato tempi
di generazione progressivamente piu elevati in rapporto all'au-
mentare della concentrazione dell'acido. Tuttavia la crescita
dell'alga é stata evidente anche nella coltura N° 10, nella quale
il valore iniziale del pH € 0,24 e la concentrazione dell'acido
di 50 cc/l. Altre prove, eseguite alla stessa temperatura, Cci
hanno indicato che l'alga ¢ in grado di sopportare concentra-
zioni di H2S04 maggiori.

Coltura hlsol pH T K
N° cc/l iniziali (ore) (ore-L . 10-3)
| 0 5,45 35 8,6
2 | 1,80 29 104
3 3 1,40 28 10,9
4 6 110 28 108
5 10 0,90 29 105
6 16 0,70 30 101
7 22 0,54 32 9,5
8 30 0,42 33 9,2
9 40 0,32 37 81

10 50 0,24 40 75

Tabella I — Colture di Cyanidium caldarium, proveniente dalla Sol-
fatara di Pozzuoli, a varie concentrazioni di H2SO4 L'esperimento &
stato condotto alla temperatura di 45°C.

Se noi rappresentiamo graficamente i nostri risultati (Fig. 1),
vediamo che la velocita di crescita del C. caldarium, per
concentrazioni dell'acido superiori a quella ottimale, & una
funzione lineare (decrescente) della concentrazione dell'acido.
Dalla pendenza della retta é possibile calcolare una costante
di inibizione: il suo valore ¢ 75 . 103 (8,8 . 104 in un altro
esperimento condotto a 8.000 lux) e indica il tasso di inibi-
zione che esercita 1 cc di H2SO{ sulla velocitda di crescita
dellalga.
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In base a tali risultati & possibile prevedere che il limite
massimo di resistenza all'acido da parte del C. caldarium &
posto ad una concentrazione quasi 3M (150 cc/l).

0.25 0.50 0.75 1.00
molarita H2SO!

Fig. 1. - Velocita di crescita, k (espressa in ore-! . 10-3), di Cyanidium caldarium
a 45°C in funzione della concentrazione di acido solforico.

0.50 100 1.50 2 00
pH iniziale

Fig. 2. - Velocita di crescita, k, di Cyanidium caldarium a 45°C in funzione del
pH iniziale del mezzo.



Conclusioni

In base ai nostri risultati possiamo concludere che il
C. caldarium di Pozzuoli possiede una tolleranza molto ele-
vata nei confronti dell'acido solforico, potendo esso sopravvi-
vere e moltiplicarsi in mezzi in cui la concentrazione dell’acido
raggiunge o supera i 50 cc/l, anche se a tali concentrazioni
la sua crescita ¢ stata molto lenta. Poiché il pH del substrato
contenente tale quantita di acido solforico & di 0,24, valore
questo mai trovato in natura in presenza dell'alga, possiamo
dire che il C. caldarium possiede una difesa nei confronti degli
effetti tossici dell'acido che gli consente un margine di tolle-
ranza molto ampio nei confronti di questo fattore (naturale
per esso) e di gran lunga superiore a quello necessario per
sopravvivere ai pH che esso trova nel suo ambiente naturale.

Particolarmente significativi sono i nostri risultati dal punto
di vista della identificazione dell'alga di Pozzuoli come Cyani-
dium caldarium: infatti anche il C. caldarium dello Yellow-
stone Park era stato coltivato in H2S04 | N (Allen, 1959) e
tale acido-resistenza rappresenta quindi un elemento diagno-
stico molto importante di questa specie dal momento che, a
nostra conoscenza, nessun‘altra alga € stata coltivata in mezzi
cosi acidi.

Il C. caldarium, coltivato nelle condizioni sopra esposte,
cresce molto lentamente, se paragonato ad altre alghe termali,
e questo potrebbe derivare da piu cause, quali:

presenza dell’acido solforico che, pur non essendo tos-
sico, impedisce tuttavia la completa funzionalita di quest'orga-
nismo;

I'insolubilita della CO2 in mezzi cosi acidi.

Gli altri ceppi di C. caldarium trovati altrove hanno mo-
strato anche una estrema termo-tolleranza: essi sono stati tro-
vati in natura fino a 75-80° C (Copeland, 1936; Hirose, 1950) e
coltivati in laboratorio fino a 55°C (Ascione & AL, 1966). Il
C. caldarium dei dintorni di Napoli cresce in natura fino a
53° C; esso quindi sembra essere dotato di una termo-resistenza
pit bassa di quella che presentano i ceppi trovati in altre
localita. A parte tale differenza, tutte le caratteristiche ecolo-
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giche, morfologiche (Rigano, 1965; Rigano & Conforti, 1967) e
colturali da noi finora indagate ravvicinano in modo inequi-
vocabile il C. caldarium che vive nei dintorni di Napoli a quello
vivente altrove. Tuttavia, anche per quanto riguarda il limite
massimo di termo-resistenza, i valori da noi trovati in natura
coincidono con quelli piu recenti trovati da Brock (1967) nello
Yellowstone Park (60° C) (v. Rigano & Conforti, 1967).

RIASSUNTO

Gli Autori hanno effettuato esperimenti sulla crescita e sull'acido-
resistenza dell'alga Cyanidium caldarium proveniente dalla solfatara
di Pozzuoli (Napoli). Il C. caldarium, che vive in natura su substrati
molto acidi (esso é stato trovato fino a pH 14), ha mostrato in coltura
una acido-tolleranza molto elevata; la sua crescita infatti, sebbene mi-
gliore nelle colture contenenti da 3 fino a 6 cc/l di ac. solforico, ¢
stata apprezzabile anche nelle colture contenenti 50 cc di ac. solforico
per litro (pH 0,24) e oltre.

SUMMARY

The Autors have studied the growth and the acid-resistence of the
alga Cyanidium caldarium withdrawn at Solfatara of Pozzuoli. The
C. caldarium, that lives in nature in very acid environments (until
pH 14), grows in the laboratory at very high concentration of sulfuric
acid. The alga exhibits appreciable growth in medium containing
50 cc/l of H2SO4 (pH 0,24)
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