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UvoD

Za citoplazmu smedih algi karakteristi¢na je prisutnost fizoda (Crato
1893), tj. vakuola sa tekuéim sadrzajem koje lako lome svjetlost. Tekuéi sadrzaj
ovih vakuola se u botanickoj literaturi zove fukozan (Hansten 1892). Fu-
kozan ima veoma jake reduktivne osobine i vjerojatno predstavlja smjesu raz-
li¢itih vrsta fenola koji kemijiski jo3 nisu bili identificirani. Ipak se moze reduk-
tivna snaga prisutnih fenola kvantitativnho mjeriti pomoc¢u potenciometricke
titracije (Haug, Larsen 1958).

Fizodi lako apcorbiraju vitalne boje iz vakuola. Njihov sadrzaj je kiseo
(prema reakciji sa krezilnim modrilom i neutralnim crvenilom) i ozmiofilan.
Zbog ozmiofilije je Reinke (1876) smatrao fizode za masne vakuole, a Le
Touzé (1912) je pretpostavljao prisutnost tanina. -

Crato (1893) je dokazao da fizodi reduciraju srebrni nitrat i da se oboje
crveno s vanilin hidrokloridom. Posljednja reakcija znacajna je za floroglucin.
Kylin (1912, 1938) je kasnije potvrdic opazanja i zakljuéio da fizodi sa-
drze fenola medu kojima preovladuje floroglucinol. Kylin je opazio da se tanin-
ski sadrzaj fizoda brzo oksidira u alkalnom mediju, tvoreé¢i smede obojene
supstance.

Fizodi daju specifiéno obojene reakcije sa diazo-spojevima (Haug, Jen-
sen 1952).

Hansten (1892) je smatrao fizode za stadij pirenoida, koji su se woslo-
bodili u citoplazmu. Schmitz i kasnije Kylin su ih morfoloski i prema postanku
razlikovali od pirenoida.

Chadefaud (1932) je pretpostavio da se fizode razvijaju iz mitohon-
drija. Ova pretpostavka mozZe se smatrati inadekvatnom, i fizode moZemo
danas smatrati posebnom vrstom vakuola nepoznatog porijekla i joS nepoznate
fizioloske funkcije.

Fizodi se nalaze obi¢no u stanicama gdje je metabolizam najintenzivniji
(povriinske stanice, inicijalne stanice, gametangiji). Veé¢ina autora smatra ih
rezervhim supstancama: primarnim ili sekundarnim produktom fotosinteze
(Kylin, Hansten), Le Touze i Chadefaud smatraju ih produktom,
ekskrecije. ‘



4 No. 1.

U samim stanicama fizode su obi¢no sakupljene oko jezgre. Njihov oblik,
veli¢ina i broj dosta su varijabilni. Morfoloske opise i crteze fizoda nalazimo
u radovima manogih autora (n:r. Chaaefaud 1935).

Baardseth (1958) ie u svojim istrazivanjima dokazao odnos izmedu
koli¢ina fizoda i reducirajuc¢ih supstanca u nekim atlantskim fukacejama. Izra-
dio je i metodu direktnog kvantitativnog odredivanja fizoda.

U toku istraZivanja sezonskih varijacija kemijskog sastava nekih naj-
deséih jadranskih algi (M unda, 1962) opazena je vrlo niska reduktivna moé
istih. Daljnja istrazivanja odnose se na relaciju izmedu koli¢ine fizoda i reduk-
tivnih supstanca u jadranskim smedim algama.

MATERIJAL I METODIKA RADA

Analize i mjerenja izvr§ena su u Norsk Institutt for Tang-og Tareforsk-
ning, Trondheim, Norveska. Algolo§ki materijal bio je poslan s Oceanograf-
skog instituta u Splitu i Instituta za biologiju mora u Rovinju.

Na ovom mjestu se zahvaljujem vodstvu Norsk Institut for Tang-og Ta-
reforsking u Trondheim-u, Norveska za savjete i radne moguénosti. Isto zahva-
ljujem asistentima A. Spanu i D. Zavodniku sa gore spomenutih jugoslavenskih
instituta za algolos$ki materijal.

Reduktivne supstance bile su odredene u slijede¢im algama:

Cystoseira spicate Erc.

Cystoseira barbata J. Ag.

Cystoseira abrotanifolia C. Ag.

Cystoseira crinita Bory

Cystoseira discors C. Ag.

Fucus virsoides J. Ag.

Sargassum vulgare C. Ag.

Sargassum hornschuchii J. Ag.

Dictyota dichotoma Lam.

Dictyopteris polypodioides (Desf.) Lam.

Padina pavonia Gaill.

Halopteris scoparis (L.) Sauv.

Laminaria rodriguezii Born.

Koli¢ina reduktivnih supstanca odredena je bila pomodu potenciometrij-
ske titracije H,SO, kiselog ekstrakta susSenih i mljevenih algi. Prije titracije
ekstrakti se neutraliziraju sa NaOH i titracija se vrsi kalijevim fericijanidom
u alkalnom mediju. Ovu metodiku uveli su Haug i Larsen (1958). Analize
svjezeg materijala izvedene su bile istom metodom. Koli¢ina suhe supstance
u uzorcima odredena je bila su§enjem na 105°C 24 h. Koli¢ina reduktivnih sup-
stanca izrazena je u meqiuv za g supstance.

Prisutnost femolnih supstanca u kiselim ekstraktima kao i u samim alga-
ma bila je odredena benzidin reagenzom (Haug, Jensen 1952).

Koli¢ina fizoda odredena je prema direktinoj metodici koju je izradio
Baardseth (1958). Prethodno je bila odredena specifiéna teZina svjezih algi.

Svjeze alge potrebno je fiksirati u 5% formalinu, u kojem postaje tekuéi
sadrzaj fizoda ¢vrst i rezistentan prema ekstremnim temperaturama i snaznim
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kemikalijama (conc NaOH ili HCL). U svjezem stanju su fizode nestabilne i vrlo
osjetljive prema razli¢itim reagensima. Pod utjecajem formalina stvori se iz
sadrzaja fizoda taman, tvrd produkt, slican bakelitu (Chadefaud 1935).
Poslije fiksacije u formalinu Baardseth se sluzio fiksativom Karpecdenka koji
nacini tkivo tvrdim i krhkim te time olaks$a mljevenje i homogenizaciju.

Jadranske alge, narocito Dictyotaceae, u ovom fiksativu nisu dovoljno
cotvrdjele i homogenizacija tkiva nije bila moguca.

U nasem primjeru sluzili smo se maceracijom tkiva u 10% NaOH za 24 h.
Uzorci su bili poslije isprani destiliranom vodom, stavljeni u glicerin i mljeveni
u staklenom homogenizatoru. Ovim postupkom bila je postignuta potpuna
homogenizacija tkiva i dobivena suspenzija slobodnih fizoda.

U uzorcima poznatog violumena odreden je bio broj fizoda. U istim uzor-
cima odredivali smo i prosje¢ni volumen fizoda. Mjerili smo diametar pojedi-
na¢nih fizoda u probama (250 mjerenja). Fizode su rijetko sasvim okrugle. Od-
redeni prosjecni volumeni fizoda bili su naime, odredeni s pretpostavkom, da
su fizode okrugle. Najdulji diametar partikla se smatra za 2r kugle. Iz aproksi-
mativnih vrijednosti popre¢nog volumena i broja fizoda racunao se sadrzaj
fizoda kao procenat totalnog volumena svjezih algi.

Slijedila su informativna opazanja polozaja fizoda u stanicama istraziva-
nih algi.

REZULTATI I DISKUSIJA

U istrazivanim jadranskim algama bio je prema gore opisanoj metodici
odreden veoma nijak sadrzaj reduktivnih supstanca (Tabela 1, 2) u usporedbi
sa atlantskim algama (podaci Haug, & Larsen 1958). NajviSe vrijednosti
bile su zapazZene za vrste Fucus virsoides i Cystoseira crinita (maksimalni opa-
zeni iznos 0,7 mequiv/g).

Sezonske varijacije u sadrzaju reduktivnih supstanca su neznatne. Fucus
virsoides ima vecée vrijednosti u proljecu i ljeti a najvisi iznos bio je zapaZen
u uzorcima od 21. XI iz Rovinja. Cystoseira crinita pokazuje tendenciju pada-
nja reduktivne moé¢i u jeseni. U ostalim promatranim algama koli¢ina reduk-
tivnih supstanca je tako mala da ove varijacije padaju u podrucje analitickih
gresaka. '

Promatrajuéi prosje¢ne vrijednosti godisnjih mjerenja reduktivnih sup-
stanca, postaje vidljiva razlika medu promatranim vrstama pa i medu lokalite-
tima (tabela 4). S iznimkom vrste Fucus virsoides, imaju uzorci iz Rovinja nizi
sadrzaj reduktivnih supstanca. Buduéi da nemamo podatke o salinitetu za vri- =
jeme sakupljanja uzoraka algi, ne mozemo postaviti zaklju¢ke o uzroku ove
razlike.

Haug i Larsen (1958) utvrdili su da je reduktivha mo¢ algi zavisna
od saliniteta okolne vode (veca u slanoj nego u braki¢noj vodi). Vlastita, jos
nepublicirana istrazivanja (Munda, F. Rapport N 111, Norsk Institutt for
Tang og Tareforskning) utjecaja saliniteta na kemijski sastav fukaceja poka-
zala su da se reduktivna moé¢ algi mijenja, ako se prenesu iz braki¢ne u morsku
vodu, i obratno: Dapace, ove promjene nastupe tek peslije jedan do dva mje-
seca jer fenoli ne ucdestvuju u aktivnom metabolizmu. Moglo bi se zato pretpo-
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Table 1

REDUKCIONE SUBSTANCIJE (mequiv/g) ODREPENE NA SUSENOM MATERIJALU)
REDUCING COMPOUNDS (mequiv/g) DETERMINED ON DRY MATERIAL

I
ROVINJ
Datum 21/11  20/12 25/1 11/42 23/3 22/4 23/5 14/6 16/7 18/8 19/9 28/10 16/11
Cystoseira barbata 0.054 0.139 0.062 0.046 0.077 0.077 0.051 — 0.103 0.103 0.036 0.030 0.030
Cijctoseira abrotanifolia — — 0.098 0.025 0.025 0.033 0.063 0.077 0.077 0.0561 0.026 0.020 0.031
Fucus virsoides 0.725 0.513 0.399 0.235 0.308 0.610 0.650 0.696 0.465 — — 0.103 0.103
Sargassum hornschuchii  0.036 - 0.026 0.025 0.025 0.036 0.042 - 0.026 0.025 0.020 0.020 0.026
Cystoseira crinita 0.413 0.33¢ 0.130 0.255 0.670 - 0.309 0.310 0.309 0.225 0.041 0.036 0.030
Dictyota dichotoma 0.026 0.019 0.017 0.018 0.010 0.005 — — 0.011 — 0.015 0.018 0.011
Padina pavonia 0.040 - - - —_ - - - — - - - —
Halopteris scoparia 0.020 0.020 0.025 0.019 0.025 0.011 0.022 0.036 0.015 0.041 0.015 — 0.015
Table 2
REDUKCIONE SUBSTANCIJE (mequiv/g) ODREPENE NA SUSENOM MATERIJALU)
REDUCING COMPOUNDS (mequiv/g) DETERMINED ON DRY MATERIAL
I
S PLIT
Datum 10/10 30/12 » 31/1 33 31/3 5/5 8/6 5/7 1/9
Cistoseira spicata 0.058 0.052 0.077 0.072 0.093 0.046 0.041 0.036 0.041
Cystoseira barbata 0.097 0.154 0.103 0.123 0.140 0.067 0.067 0.077 0.072
Cystoseira abrotanifolia 0.059 0.051 0.124 0.051 0.082 0.061 0.067 0.052 0.067
Cystoseira crinita — — — — — - — - 0.041
Cystoseira discors — — — — — - — — 0.062
Fucus virsoides 0.095 — 0.231 0.125 0.149 0.311 0.293 0.237 0.360
Sargassum wvulgare — — 0.067 0.062 0.067 0.036 0.025 — 0.036
Dictyota dichotoma — - 0.041 0.056 0.056 0.043 0.026 0.025 0.031
Dictyopteris polypodioides — - 0.041 0.041 0.036 0.023 0.020 — —
Padina pavonia 0.020 — — - — — — — 0.005
Halopteris scoparia — - 0.067 0.051 0.056 0.035 0.007 0.010 0.025
0.005 — - - - 2 - s i

Laminaria rodriguezii, 10/8
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staviti da relativno nizi salinitet sjeverno-jadranskih lokaliteta prouzrokuje
prosje¢no nizu reduktivnu moé algi.

Da bi se utvrdilo, u koliko se po mogucénosti reduktivne supstance inak-
tiviziraju za vrijeme suSenja algi, reduktivna moé¢ bila je mjerena istom me-
todikom na svjeZem materajalu. Rezultati bili su istog reda veli¢ine. (Tabela 3).

Table 3
111
REDUKCIONE SUBSTANCE (mequiv/g) (ODREDENE NA SVJEZEM MATERIJALU)
SPLIT (februar)

REDUCING COMPOUNDS (mequiv/g) DETERMINED ON FRESH MATERIAL

(February)

Cystoseira abrotanifolia 0,061
Cystoseira barbata 0,082
Cystoseira spicata 0,051
Fucus virsoides 0,206
Sargassum vulgare 0,038
Dictyota dichotoma 0,047
Dictyopteris polypodioides 0,031
Padina pavonia 0,020
ROVINJ (februar)

Cystoseira abrotanifolia 0,051
Cystoseira barbata 0,076
Cystoseira crinita 0,101
Halopteris scoparia 0,030

Reduktivna sposobnost bila je opcenito veéa u istraZenim fukacejama
nego u diktiotacejama i u vrstama Halopteris scoparia i Laminaria rodriguezii.

Prisutnost je fenola bila naknadno istrazena sa benzidin reagensom
(Haug, Jensen 1952). Kiseli ekstrakti algi reagirali su negativno, samo
vrste Fucus virsoides i Cystoseira crinita dali su slabu reakciju prac¢enu pro-
mjenom boje. Samo tkivo algi reagiralo je pozitivno s ovim reagensom u svim
pokusima. Iz toga se moze zakljuciti da su fenolne supstance prisutne u jadran-
skim algama u takvom obliku koji onemogucuje njihovu ekstrakciju.

Koli¢ina fizoda odredena je bila na svjeZim algama i izraZena kao pro-
cent totalnog volumena algi.

Baardseth je u svojim istraZivanjima odredio odnos izmedu reduktivnih
supstanca i volumenskih % fizoda u algama. NaSao je pozitivhu korelaciju.

Nadeni volumski procen fizoda u na$im uzorcima bio je istog reda veli-
¢ine kao u atlantskim algama (tabela 4; prim. Baardseth 1958), dok je nji-
hova reduktivna moé¢ bila znatno manja. Sa gledista podataka, koji su bili
dobiveni za atlantske vrste, tu ne postoji relacija izmedu volumena fizoda i
mjerene reduktivne modéi. Visoki volumski procenat fizoda ipak potvrduje pri-
jaSnju postavku da su fenolne supstance prisutne u jadranskim algama u tak-
vom stanju u kojem se ne mogu ekstrahirati.

Medu istrazivanim vrstama Fucus virsoides pokazuje najvisi sadrzaj fi-
zoda, dok Dictyota dichotoma i Halopteris scoparia najnizi. Sa tog gledista,
dakle, postoji zavisnost od koli¢ine reduktivnih supstanca. Vrste roda Cysto-
seira slabije pokazuju ove odnose.
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Prethcdno su bili fizodi promatrani mikroskopski u samim stanicama.
U fukacejama su sakupljene oko jezgre i u povrsinskim tkivima zauzimaju veéi
dio stani¢nog lumena. To vaZzi za sve ispitane vrste roda Cystoseira i vrste Fu-
cus virsoides, dok Sargassum wvulgare sadrzi manje fizoda. Jo§ manje fizoda
bilo je opazeno kod vrste Dictyota dichotoma, a kod vrste Halopteris scoparia
samo u inicijalaim stanicama.

Najveci poprec¢ni diametar fizoda pokazuju Cystoseira barbata (5,8 u) i
Cystoseira spicata (5,2 u), dok imaju Cystoseira abrotanifolia i Fucus virsoides
promjer fizoda u istom redu veli¢ine (4,9 u). Ostale ispitane vrste imaju znatno
manji popreéni promjer fizoda (tabela 4).

Table 4
IV
FIZODE
FIZODE — PHYSODES

specifiéna te- metar fizoda % volumen prosjek redukcionih

zina algi 2mr () fizoda substanca (mequiv/g)
spec. weigt average phy- % physode average amount of
of algae sode diameter volume reducing compounds
Cystoseira tarbata 1,03 5,83 6,18 S 0,100
- 1,36 2,41 R 0,067
Cystoseira spicata 1,17 5,22 5,08 S 0,057
— 1,25 2,24 —
Cystoseira abrotanifolia 1,07 4,95 4,06 S 0,068
— 1,29 1,18 R 0,047
Fucus virsoides 1,05 4,93 10,60 S 0,226
= 2,12 2,48 -
— 0,82 1,50 R 0,412
Sargasum vulgare 1,10 2,33 3,04 S 0,048
— - — R 0,028
Dictyota dichotoma 1,08 2,58 0,72 S 0,039
- — — R 0,013
Halopteris scoparia 1,10 2,61 0,97 S 0,035
— — - R 0,022
S = Split
R = Rovinj

Fizodi su vidljivi u homogenizatu tkiva kao jako refringentni, Zuckasti
partikli koji su slabo dvolomni. Red veli¢ine je od prilike 2 do 5 . Baardseth
je u svojim istrazivanjima uzimao u obzir samo ovakve partikle, dok je manje
zanemario. U nasim opazanjima smo uzeli u obzir i manje partikle, koji manje
lome svjetlo (u mikroskopu modre boje). Red veli¢ine je oko 1 u. Manji par-
tikli mjereni su posebno i navedeni za sebe u tabeli 4. Homogenizat tkiva istra-
zivanih algi dao je slijedeéu sliku:

Cystoseira barbata, Cystoseira spicata i Cystoseira abrotanifolia: jako

refringentne fizode veli¢ine 4—5 u koje iznose vec¢i dio totalnog volumena

fizoda (4—6 vol. %), manji, modro svjetle¢i partikli (veli¢ina otprilike

1,3 w), iznose 1—2 vol. % wod totalnog volumena algi.
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Fucus virsoides: opaZene tri kategorije partikla: refringentni (4,9 u), mo-
dro svjetleéi (2,1x) i jo§ manji partikli (0,8 x), koji u mikroskopu ne lome
svjetlo.

Sargassum vulgare: samo refringentne fizode (2,3 u).

Dictyota dichotoma i Halopteris scoparia: samo refringentne fizode (popr.

2,6 1) koji iznose manje od 1 vol. %.

Pitanje kemijskog sastava opazenih fizoda ostaje jo§ nerije$eno.Veé¢ Ch a-
defaud (1932) je opazio vise tipova fizoda koje je dijelio u kategorije: fizode
sa fukozanom, metahromatske fizode i fizcde koje slabo lome svjetlo. Ovaj
avtor takoder pretpostavlja da se u nekim fizodama mogu nalaziti samo poje-
dinac¢na zrna fucozana. Za vrstu Cystoseira ericoides navada prisutnost refrin-
gentnih fizoda, veli¢ine oko 4 u koji ne sadrze fukozana i ne bojadisu se.

Na bazi nasih opazanja mogli bismo ipak pretpostaviti da su fenolne sup-
stance glavni sastojak fizoda. To potvrduje i pozitivna reakcija tkiva sa fenol-
nim reagenscm. Pitanje postoji prije svega za slabo refringentne partikle, reda
veli¢ine okc 1 u. Zbog maceracije tkiva u 10% NaOH je ipak mala moguénost
da su proteini i uglji¢ni hidrati ostali nerazgradeni.

ZAKLJUCCI

Reduktivne supstance, mjerene potenciometrijskom titracijom, nalaze se
u jadranskim algama u neznatnim koli¢inama. Relativno visok iznos naden je
samo za vrste Fucus virsoides i Cystoseira crinita. Reduktivnih supstanca ima
vise u fukacejama nego u diktiotacejama i u vrsti Halopteris scoparia.

Reduktivne supstance, cdredene na svjezem materijalu su istog reda veli-
¢ine kao na suSenom materijalu. Fenolne supstance se, dakle, ne inaktiviraju
u toku suSenja algi.

Kiseli ekstrakti algi reagiraju negativno s benzidinreagensom (osim kod
vrsta Fucus virsoides i Cystoseira crinita), a samo tkivo algi reagira pozitivno.
Iz toga mozemo zakljuciti da su fenolne supstance prisutne u jadranskim alga-
ma u stanju koje onemogucava njihovu ekstrakeiju.

Prosje¢ne vrijednosti godiénjih mjerenja reduktivnih supstanca su nize
za materijal iz sjevernog Jadrama (iznimka Fucus virsoides). Mozda bi se ova
razlika mogla pripisati utjecaju saliniteta. Na atlantskim algama dokazana je
bila korelacija izmedu reduktivae modi i saliniteta okolne vode (Haug, Lar-
sen 1958).

Koli¢ina fizoda, izraZzena kao volumski procenat svjezih algi, je istog reda
velicine kao u atlantskim algama, dok je koli¢ina odredenih reduktivnih sup-
stanca znatno manja. Najvisi iznos fizoda je bio zapaZen kod vrste Fucus vir-
soides a najnizi za vrste Dictyota dichotoma i Halopteris scoparia. U tom pogle-
du ipak postoji odnos do mnozine reduktivnih supstanca.

CrpaZene fizode bile su razli¢itog reda veli¢ine. Njihov kemijski sastav
nije razjainjen. MoZe se ipak pretpostavljati da u sastavu fizoda prevladuju
fenolne supstance, jer maceracija tkiva u 10%-noj luzini vjerojatno povlaci
sa sobom razgradnju proteina i uglji¢nih hidrata.
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RELATION BETWEEN THE AMOUNT OF PHYSODES AND REDUCING
COMPOUNDS IN SOME ADRIATIC BROWN ALGAE

SUMMARY
by Ivka Munda

The reducing compounds, present in brown algae are a mixture of dif-
ferent kinds of phenols, probably related to the tannins. These reducing
substances are contained in the physodes or fucosan vesicles which represent
a special kind of vacuoles. The reducing compounds can be measured by
potentiometric titration.

In the investigated Adriatic brown algae were the reducing compounds
very low, as compared with the Atlantic species (Haug, Larsen 1958). The
highest amount was found in Fucus virsoides and Cystoseira crinita (up to 0,7
mequiv per g dry matter). The seasonal variations of these compounds were
observed.

The reducing compounds were determined previously in the dried
malerial only. In order to find out if the phenols were inactivated during
drying, investigations of the fresh material were carried out. The amount of
the reducing compounds determined in the fresh material was of the same
order of magnitude as in the dried material.

The acid extract of the seaweed meal reacted negatively with the benzidin
rcagent (Haug, Jensen 1952), while the meal itself gave a positive reaction
in all the observed species. Only extracts of Fucus virsoides and Cystoseira
crinita gave a weak colour reaction with the mentionad reagent.

To obtain information about the relation of the amount cf physodes and
the reducing compounds, the total physode volume of the samples (expressed
as volume % of the fresh algae) was determined. For these determinations the
method introduced by Baardseth (1958) was used. The mean physode
volume was determined and multiplied by the physode number.

The physode volume (as % of the whole tissue volume) was of the same
order of magnitude as that in the investigated Atlantic algae (Baardseth
1958), though the reducing power was much lower. Among the Adriatic species
investigated, Fucus virsoides showed the highest, and Dictyota dichotoma the
lowest physode volume. In this respect there was a correlation with the reducing
power. In the Cystoseirae this correlation was less obvious.

In the light of the present observations one could assume that the phenolic
compound are present in the Adriatic algae (as indicated by the positive reaction
of the meal with the phenolic reagent and relatively high physode volume), but
are not extractable (negative reaction of the extract with the phenolic reagent,
low reducing power).

The question of the composition of the fucosan vesicles present in Adriatic
algae remains thus unsolved. Most probably only phenolic compounds are
present, the proteins and carbohydrates being destroyed during the alkali
treatment, which preceeded the homogenisation of the tissue.
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