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Contributions a I'étude de la composition minérale
des cellules-oeufs.

par K. Bialaszewicz

(Station Zoologique de Naples et Institut Nencki a Varsovie).

(Ricevuto il 31 ottobre 1927).

La cellule ovulaire a été depuis longtemps 1 objet de re-
cherches expérimentales trés minutieuses, au cours des études sur
différents problémes de la physiologie générale. Néanmoins , sa
constitution chimique et avant tout sa composition minérale, ne
nous sont connues, que d'une facon trés imparfaite. Les données
peu nombreuses, relatives a la composition de la cendre de I'oo-
plasme animal , que nous trouvons dans la littérature , ne sont
la plupart du temps que des observations incomplétes , qui ne
nous permettent pas de caractériser ce type d’éléments cellulaires
au point de vue générale et comparé.

La plus grande partie de ces données se rapporte a la teneur
globale des cendres , déterminée par la méthode d’incinéra-
tion a sec. Cette méthode , peu précise comme nous le savons,
occasionne des pertes considérables en certains composés. Dans
ce groupe de travaux il faut ranger en premier lieu les recher-
ches de kojo (1911) (cendres de jaune d’' oeuf de poules) , de
Sommer €t W rrzer (1904, oeufs de Tropidonotus), de k o1r (1901,
ovaires de la grenouille), de Fauré-Fremiet €t Garraure (1922,
oeufs de Cyprinus et de Trutta), de Fredericqa (1901, ovaires de
Sphaerechinus), de w etze1 (1907, ovaires de Paracentrotus, oeufs
fécondés de Maja, Sepia et Scyllium) , enfin les recherches de
Greene (1919, 1921) sur les ovaires de Salmo.

Dans une autre série de travaux, nous trouvons les résultats
d’'analyses qualitatives de certains composés des cendres (schu-
cking, 1908, oeufs d’oursins, pouchet €t chanry, 1889; consta-
tation d’une quantité notable de phosphore et de calcium dans
les oeufs des Téléostéens).

Parmi les déterminations quantitatives des composants des
cendres , il faut citer les recherches de Runnstrem (1925) qui
trouva dans les oeufs d’ oursins une quantité considérable de
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potassium non lié aux colloides, et surpassant huit fois environ
la concentration de cet élément dans 1 eau de mer. En autre,
une série de travaux a pour objet le role du calcium de la co-
gquille dans le métabolisme embryonnaire des oiseaux (Delezenne
et Fourneau 1918, Masai et Fukutomi 1923, Plimmer et Lown-
des 1924, Buckner, Martin et Peter 1924, 1925).

Les recherches peu nombreuses qui donnent des analyses
complétes, méritent spécialement d’attirer notre attention. Citons
d’abord les analyses plus anciennes du jaune d’oeuf de poules de
PoIiIECK et W erer i), — et parmi les publications plus récentes,
les recherches de Zdarek (1904) sur la composition minérale des
oeufs de Sélaciens (Acanthias), ainsi que les analyses des oeufs
de divers Téléostéens, exécutées par Konig et Grossffiad (1913)

et par Macallum (1926).

Le tableau | donne en résumé les résultats da cette série

de recherches : la quantité de chaque constituant

évaluée en milligrammes par gramme de substance fraiche.

Tarleau 1.

minéral

est

TENEUR DE 1 Gr. D’OOPLASME
EN COMPOSANTS (MILLIGRAMMES)

ESPECE D’ ANIMAUX AUTEUR
K Na Ca Mg ci P
Gallus domesticus L. POLECK | 2) 1.07 055 126 018 _ 401
Gallus domesticus L. PoLECK 11 2) 096 0.70 136 018 __ 420
Gallus domesticus L. W eber 2) 1.30 0.11 140 019 — 379
Acanthias vulgaris Ris. Zdarek (1904) 13 087 — — 068 297
Clupca harenyus L. M acaltum (1926) 179 082 0.09 015 294 —
Gadus morrhua L. K 6nig et Grossfeld (1913)3) 125 093 093 039 — 3.06
Esoac lucius L. K 6nig et Grossfeld (1913)3 222 143 089 040 — 309

L Citées d'aprés V. Gorup-Besanez (1874).

2) Cité d'aprés Gorup - Besanez (1874). La teneur de cendres dans le

jaune d’oeuf s’élevait en principe a 1.44% (voire Kojo-1911).

3) On avait supposé le contenu de cendres égal a 2 % de substance fraiche

V. Faureé - Fremiet €t Garrautt - 1922 ; données relatives a Cyprinus.
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Mes recherches personelles , dont le tableau Il présente les
résultats , ont porté sur les oeufs de treize espéces dlanimaux,
appartenant a différents groupes zoologiques (Vers , Echinoder-
mes, Mollusques, Sélaciens, Téléostéens, Batraciens et Oiseaux).
Toutes mes analyses ont été éxecutées au moyen de méthodes
microanalytiques, aprés incinération par voie humide.

1/ incinération des substances d’ origine animale offre tou-
jours , comme on sait , beaucoup de difficultés. Toutes les mé-
thodes basées sur I'incinération a sec, et dans ce nombre la mi-
crométhode de Stoilte (1911), sont ici tout a fait insuffisantes
a cause des pertes de fortes quantités de certains composants
minéraux (K, CI, P etc.). Une des raisons principales de ces
pertes est la présence dans la substance incinérée de fortes quan-
tités de graisses ; en effet, en se carbonisant, elles forment une
masse compacte qui s'oxyde trés lentement dans la température
employée.

Parmi les méthodes basées sur la combustion en présence
d’acides minéraux, celle de Neuberg ne saurait étre appliquée,
vu que pour |’ élimination de |'acide sulfurique ajouté, elle ré-
clame une température fort élevée et exclut le dosage du chlore
et du soufre dans le matériel incinéré.

Apreés une série d’ essais en vue d’'appliquer la méthode
la plus convenable aux petites quantités de substance analysée,
nous avons choisi le principe de la combustion en présence d’'a-
cide nitrique concentré (Carus, Dahn 1925). Il est vrai, que
la minéralisation totale des substances organiques par cette mé-
thode réclame des soins spéciaux , de méme qu’'un chauffage de
longue durée, mais on évite ainsi, et c’est l'essentiel, les pertes
occasionnées par le surchauffage. Voici la maniére dont nous
procédions.

On placait deux portions d’'oeufs préalablement pesées (1 a
2,5 gr.), dans des capsules en verre ( « Pyrex ») épais (a fond
rond) et on ajoutait a chaque portion le méme volume (10 cm3)
d’' acide nitrigue concentré (puriss. Kahibaum). A la premiere
portion, destinée uniquement au dosage du chlore, on ajoutait
a peu prés 0,5 gr. de AgNU3 en solution aqueuse. On évaporait
ensuite au bain-marie le contenu des deux capsules jusqu’a sic-
cité, en surveillant au début le chauffage, pour éviter des pertes.
La substance séche que renfermaient les deux capsules, était
traitée d’'une maniére différente.
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Dans la premiére capsule, qui contenait tout le chlore sous
forme de chlorure d’argent précipité, on versait a deux reprises
par 10 cm3 d’acide nitrique concentré, en évaporant chaque fois
jusqu’ a siccité. lia seconde évaporation terminée, on traitait le
résidu a chaud avec une faible (& 5 %) solution d’acide nitrique
et I'on filtrait aprés refroidissement. Pour dissoudre les restes
d’acides gras non bralés, on lavait plusiers fois le résidu amassé
sur le filtre avec de I’ alcool (95 %) acidulé (HNO3J) , et enfin
avec de I|'éther. Le précipité de AgCl était ensuite dessous sur
le filtre avec de 1' ammoniaque et précipité a nouveau dans le
liquide filtré par 1 acide. On dosait ensuite le AgCl en appli-
quant la méthode gravimétrique.

Le résidu sec qui se trouvait dans la seconde capsule, était
également additionné de 10 & 15 cm3 d’acide nitrique concen-
tré, puis chauffé au bain-marie. Aprés la dissolution du résidu
on transportait quantitativement le liguide dans un matras de
Kjeltdaht (« Pyrex ») d’un volume de 200 & 250 cm3. Le matras
était légérement fermé par un bouchon-réfrigérant , terminé en
bas par une baguette , qui atteignait le fond du ballon. On
chauffait le ballon au-dessus d’ un bec de gaz a petite flamme,
en maintenant le liqguide a la température d’ébullition (180-220°).
Aprés la disparition des fumées brunes, le chauffage était encore
continué pendant un temps assez long , de 8 a 16 heures, sui-
vant la quantité de substance employée et sa teneur en graisse.
Le matras refroidi, on versait son contenu dans la capsule déja
employée , en lavant avec de l'eau distillée. La solution dans
la capsule était d’abord évaporée et le résidu additioné de quel-
ques gouttes d’ acide chlorhydrique concentré , qu’ on évaporait
soigneusement en ajoutant de |’ eau a plusieurs reprises. Les
traces des acides minéraux étant ainsi éliminées, le résidu qui
ne contenait plus de substances organiques , était dissous dans
un volume déterminé d’ eau distillée (10 a 25 cm3. Cette solu-
tion servait au dosage des composants minéraux des oeufs, a
savoir : du sodium, du calcium, du potassium, du magnésium et
du phosphore. Le dosage de ces corps a été exécuté par les pro-
cédés microanalitigues suivants.

Le sodium était dosé par la méthode de K ramer et T isdall
(1921), modifiée par BaLiNT (1924) , en titrant le pyroantimo-
niate de sodium avec une solution 0,5 f n de Na2S203. Malheu-
reusement, méme lorsqu’on élimine d’apreés les indications de Tis-
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dai.l et Kramer (1921) les substances qui se précipitent en pré-
sence cT un exces de KOH, cette méthode est insuffisante pour
le dosage exact des petites quantités de sodium , que contien-
nent les oeufs. Les résultats de nos analyses, au cours desquelles
nous ne disposions pas d’'une quantité suffisante de matériel, n'ont
donc pour le sodium qu’'une valeur approximative.

Le potassium fut déterminé par la méthode de Kramer et
Tisdall (1921), qui donne des résultats tout a fait satisfaisants
(£:3% ), lorsqu’on observe exactement les indications des au-
teurs. L’'usage d’éprouvettes a base conique s'est montré fort
utile, pour assurer le minimum de pertes pendant le lavage a
I’eau du précipité.

On dosait le calcium par la méthode de de W aard (1919),
en faisant usage d’'éprouvettes de forme spéciale, décrites par
cet auteur et en suivant les indications de Hecht (1923) dans
le but de maintenir la magnésium en solution aprés la précipita-
tion du calcium.

Le magnésium était déterminé d’'apres les principes indiqués
dans le travaux de Kramer et Tisdall (1921), de Bel1 et Doisy
(1921) et de Briggs (1922). La méthode a été appliquée de la ma-
niere suivante: apres avoir précipité le calcium a I’état d’oxalate, on
versait le liquide supernatant dans les éprouvettes de de W aard,
en ajoutant a chaque dose 1 cm3 d’'une solution de (NH~AHPO-i
(préparée d’'aprés la recette de Kramer et T isdall et diluée avec
4 vol. d’eau) et 2 cm3 d’ammoniaque concentrée (a 25 %). Le len-
demain, on centrifugeait le précipité (Mg(NH4P04.6 H20) adhé-
rant en partie aux parois, le lavait trois fois avec une solution
d’ammoniaque diluée (ca. 2 %) et le dissolvait dans un volume
déterminé de 0,1 f n HC1. Cette solution servait aux déterminations
colorimétriques, pour lesquelles on employait comme liquide stan-
darisé, une solution de Mg(NtL) PO4. 6 H20 pur d’une concen-
tration déterminée, correspondant a peu prés a 0,1 mgr. de Mg
dans 1 cm3 de liquide. Le magnésium était calculé d’ aprés la
quantité de phosphore, dosée par la méthode de Briggs (1923)
a l'aide du calorimetre (hemoglobinomeétre) de Burker (Leitz).

On dosait infin le phosphore par le méme procédé colorimé-
trique, en se servant de la méme solution standarisée, que pour

I'analyse du magnésium.
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Le but principal que poursuivaient ces analyses , était la
détermination aussi précise et compléte que possible des métaux
alcalins (Na, K) et des terres alcalines (Ca, Mg). Le phosphore,
qui dans les oeufs se trouve en grande partie lié aux composés
organiques et qui est en conséquence l'indice de la quantité des
substances deutoplasmiques dans I'ooplasme , était également
toujours dosé. Quant au chlore, le principal anion inorganique
de I'ooplasme, non lié aux colloides, on pu le doser seulement
dans une partie des analyses, a cause de la petite quantité de
matériel disponible.

Les donnés numériques des tableaux | et Il, expriment le
taux moyen de ces composants de 1 ooplasme, calculés en mil-
ligrammes pour un gramme de substance fraiche.

La comparaison des chiffres réunis dans ces deux tableaux
témoigne en général de la conformité des nos résultats (tabl. 1)
avec ceux, obtenus par les auteurs cités (tabl. ). Cette concor-
dance concerne surtout nos analyses du jaune d’oeuf de poules,
dont les résultats se rapprochent de ceux de W eber , de méme
que les analyses des oeufs de Téléostéens (Salmo, Labrax), d’ac-
cord avec les données de M acaltum (1926), de K 6nig et de G rossfeld
(1913 — Clupea, Gadus, Esox). Mais ce qui caractérise en général
les analyses de ces auteurs, c’'est la quantité bien plus petite de
potassium, qu’ils ont trouvé. Cette différence des résultats est
probablement attribuable aux pertes, que produit I'incinération
a sec. A part cette différence , les données des auteurs et les
ndtres s’accordent bien, surtout lorsqu’il s’agit des composants
moins volatils (Ca, Mg).

L 'étude des ces deux tableaux nous permet d’établir certains
traits généraux en rapport avec la composition minérale des cel-
lules-oeufs. C’est en premier lieu le rapport quantitatif entre les
métaux, contenus dans les cendres, et puis la teneur globale en
composés minéraux de I'ooplasme des animaux étudiés, qui attirent
notre attention.
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Le fait le plus frappant est constitué par la prédominance
du potassium par rapport aux autres cations des cendres. En
effet la quantité de K surpasse non seulement celle de chaque
composant métallique pris a part, mais dans la plupart des cas,
la teneur globale en autres métaux dosés. Le potassium est par
conséquent I'élément métallique le plus important , circonstance
qui donne un trait charactéristigue a la composition des cellules

ovulaires.
Nous avons observé jusqu’'a présent qu’une seule et curieuse
exception a cet égard ; il s’agit notamment des oeufs de seche

(Sepia officinalis). En dehors de celles dont nous avons noté les
résultats dans notre tableau, de nombreuses analyses nous ont
appris que les oeufs de cet animal ne contiennent que 0,25 a
0,36 mgr. de potassium dans un gramme d’ooplasme. Ce fait
ainsi que la circonstance que les oeufs de séche contiennent des
quantités relativement fortes de chlore qui dépassent de beau-
coup le total des cations trouvés, ne peuvent qu’indiquer la pré-
sence d’'une base inconnue, dont il n'est pas possible de définir
la nature. Il est cependant certain que nous n’'avons pas affaire
ici au cuivre, le oeufs de seche ne contenant que des quantités
tellement infimes de ce métal, qu'on arrive & peine a les déceler
en appliquant les méthodes qualitatives.

Un autre fait important, qui résulte de notre tableau est quantité
relativement petite de sodium, que nous avons décelée dans |'0o-
plasme. Nous apprenons par le tableau Il, qu’en pour 100 gr. de
potassium dans les cendres, nous ne trouvons que 16 gr. de so-
dium. Quant aux,variations qu’on observe dans le rapport entre
ces deux métaux , elles s’expliquent trés probablement par la
précision insuffisante de la méthode employée au dosage du so-
dium. Dans la protoplasme des cellules ovulaires , le rapport
quantitatif entre les deux métaux monovalents, est par conséquent
inverse a ce qu’il est dans le milieu ambiant des oeufs (liquides
circulants dans I'organisme, eau de mer), dans lequel, comme nous
le savons, le sodium est le cation prédominant, sa concentration
dépassant environ 27 fois celle de potassium.

Le rapport quantitatif entre les deux métaux bivalents est
égalament trés différent dans les cendres des oeufs, de celui qui
caractérise la composition électrolytique du liquide intercellulaire.
Si I'on ne tient pas compte des variations accidentelles, les données
fournies par nos analyses nous apprennent que les quantités de
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terres alcalines sont assez petites et rapprochées entre elles, et
manifestent dans certains cas une preponderance évidente du
calcium par rapport au magnésium. En consequence , au point
de vue de sa composition minérale, on peut caractériser I’ooplasme
comme un mélange dans laquelle a coté des sels de potassium, en
gualité de composés principaux, on trouve des quantités relative-
ment médiocres et rapprochées entre elles, des sels de trois autres
métaux, notamment du sodium , du calcium et du magnésium.
Une comparaison détaillée des chiffres nous permet cepen-
dant de connaitre les exceptions que comporte cette regle ; ces
écarts sont probablement en relation avec le rble particulier
que jouent les divers electrolytes dans les processus du dévelop-
pement embryonnaire. Ainsi il semble que le calcium, qui est le
composant le plus variable, posséde sous ce rapport une impor-
tance spéciale ; en effet les analyses d’'oeufs de différents especes
d’animaux semblent I’ indiquer (variation de la teneur en calcium
de 0,12 & 1,5 mgr.) ; de méme, quoique a un moindre degré,
les analyses d’'oeufs de différentes femelles d’'une seule et méme
espéce (Sahno fontinalis, voir tabl. 111). Cet élément se trouve en
quantités particulierement fortes dans les oeufs de poules et de

Téléostéens.
Tabteau Il

Oeufs de Salmo fontinalis L.

Teneur de 1 gr. d’ ooplasme

N.° en composants (milligrammes)
DE LA
FEMELLE K ca Mg

1 2,40 0,67 0,61
2 251 0,32 0,66
3 2,08 0,41 0,47
4 1,66 0,53 0,66
5 2,26 0,44 0,62
6 1,96 0,59 0,59
7 1,77 0,43 0,44
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Quant au chlore, sa teneur dans les oeufs se rapproche beau-
coup de celle du potassium, composant métalligue principal des
cendres. Néanmoins la quantité du chlore n’equivaut pas au total
des cations inorganiques, mais lui est toujours inférieure. Ce fait
indique la présence dans l'ooplasme d’'une quantité considérable
d’autres anions, probablement d’anions organiques, qui forment
dans la cellule vivante des composés chimiques avec les cations
meétalliques.

En dehors de ces traits caractéristiques pour la composition
minérale des cellules-oeufs, et concernant le rapport entre les
différentes composants, le tableau |1l fournit des données, qui
permettent de discuter la question relative a la concentration
globale de I'ooplasma en électrolytes.

Occupons nous d’abord du potassium, le cation métallique
principal des cendres. En comparant les données numeérigues con-
cernant ce composant, nous constatons, que quantités qu’en con-
tiennent les oeufs analysés, sont trés rapprochées. Si nous fai-
sons abstraction des chiffres extrémes (Sepia, Paracentrotus), nous
voyons que la quantité de potassium par 1 gr. d’ooplasme varie
entre 1,45 et 4,56 mgr. ; il est a remarquer que ces deux der-
niers chiffres se rapportent a des animaux marins. L 'étude de
toutes ces données nous apprend qu’'il n'y a aucune relation
directe entre la teneur de l'ooplasme en potassium et la concen-
tration des électrolytes dans le milieu ambiant des cellules. Ainsi,
par exemple, tandis que l|'ooplasma de Salmo fontinalis, poisson
d’eau douce et homéosmotique, contient 2,18 mgr. de K, les
oeufs de Maja verrucosa, animal marin et poikilosmotique n’en
contiennent que 1,45 mgr. Quant aux animaux terrestres, que
nous avons étudiés (Rana, Gallus), leur oeufs renferment a peu
prés les mémes quantités de potassium, que ceux des animaux
aquatiques.

Comme le prouvent les dosages du sodium, du calcium et
du magnésium, nous trouvons des rapports quantitatifs sembla-
bles entre les autres métaux.

Pour mieux mettre ces faits en lumiére, nous avons exprimé
la concentration globale des quatre cations analysés en gramme-
ions par litre Q d’ooplasme.

1) Volume des oeufs, calculé d’aprés leur masse et poids spécifique.
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Sepia officinalis . 0.016
Sipunculus nudus. . 0.064
Maja verrucosa, . 0.079
Labrax lupus . 0.091
Clupea harengus 1) . 0.100
Scyllium canicula . 0.107
Arbacia pustulosa . 0.159
Paracentrotus lividus . . 0.180

Si nous faisons abstraction du premier et du dernier chiffre
de cette liste [Scpia et Paracentrotus 2)], nous voyons que les
ealeurs calculées offrent des variations de 0,09 a 0,18, tandis que
la concentration des ces quatre cations dans l|'eau de mer, cal-
culée d’apreés les analyses de Forchhamer (eau de la Méditer-
ranée), comporte environ 0,59 gramme-ions dans le méme volume.
Par conséquent la concentration des électrolytes a I'intérieur des
cellules ovulaires, produites par les animaux marins, n’ atteint
que i/o {Sipunculus) a 14 (Arbacia) de la concentration dans le
milieu ambiant.

Nous pouvons donc en résumé dire, qu’en premier lieu ia
teneur des oeufs des invertébrés marins en sels minéraux est plus
faible que celle des liquides circulant dans leurs corps, et puis
qu’elle est bien rapprochée de la quantité d’électrolytes dans
I’ooplasme des animaux homéosmotiques. Nous savons que le
sérum de ces derniers animaux, terrestres ou marins, se distingue
par une faible concentration des sels minéraux.

Il est trés probable que cette concentration réduite des élec
trolytes inorganiques est caractéristique non seulement pour les
cellules-oeufs, mais pour la plupart des tissus des animaux marins.
Fredericg (1901) a été le premier a émettre cette supposition,
aprés avoir démontré par ses analyses que le tissu musculaire
de nombreux animaux marins (Sélaciens, Palinurus, Mytilus,
Ostrea, Sipunculus, 7'ethys, Cytrea, Eledone, Hciliotis) contien-
nent a peine 0,6 .a 2 % de cendres solubles dans I'eau, tandis

1) D’aprés les analyses de M acatium (1926).

2) La petite quantité des cations dans les oeufs de Sepia a été discutée
plus haut ; quant & Paracentrotus les valeurs trouvés sont au contraire trop
grandes, a cause de l'eau de mer adhérant aux oeufs.



366 K. Bialaszewicz

gue l'eau de mer (Golfe de Naples) en renferme jusqu'a 3.9 %.
A I'appui de cette opinion on peut citer également les recher-
ches de Heinze (1904) ; en effet, d'aprés les analyses de cet auteur,
exécutées sur les muscles d"Octopus, la concentration des sels
inorganiques dans les muscles de cet animal est sensiblement
plus faible que dans le sang de celui-ci.

L 'analyse des cendres ne nous permet évidemment pas de con-
naitre la composition et la concentration réelle«x des composés
inorganiques dans la cellule vivante, parce qu’ elles dépendent
d’ une série de conditions réalisées dans le cytoplasme, celui-ci
étant un mélange hétérogéne, composé de suspensions, de disper-
sions colloidales et de cristalloides, tant organiques qu’ inorga-
niques. La concentration réelle des corps diffusibles est influencée
entre autres par la répartition de ces corps entre les diverses
phases du cytoplasme et par le volume relatif du liquide inter-
micellaire de la cellule, dans lequel ils sont dissous.

Mes recherches ultérieurs ont montré que ces diverses con-
ditions ne sont pas les mémes dans 1 ooplasme de différentes
especes animales.

Nous pouvons résumer, comme suit, les résultats de ces
recherches :

1°. Le potassium est, au point de vue quantitatif, le cation
métallique principal des cellules ovulaires.

2°. La petite quantité de sodium, comparée a celle de potas-
sium, est un trait caractéristique pour la composition minérale
de 1' ooplasme.

3°. Les cendres contiennent de petites quantités de calcium
et de magnésium rapprochées entre elle, avec prépondérance du
premier de ces corps. Le calcium se trouve en abondance surtout
dans les oeufs d’ oiseaux et de poissons o0sseux.

4°, La quantité de chlore que contient I|'ooplasme n’ équi-
vaut pas a la quantité de métaux alcalins et des terres alca-
lines, mais leur est sensiblement inférieure.

5°. La concentration des électrolvtes inorganiques dans |'00-
plasma des invertébrés marins est 4 a 9 fois plus faible que dans
les liquides circulant dans l|'organisme de ces animaux.

Nous profitons de cette occasion pour exprimer nos meil-
leurs remerciments au Professeur R. Dohrn, directeur de la Sta-
tion Zoologique de Naples, ainsi qu’au Professeur E. Sereni, qui
ont bien voulu faciliter notre tache.
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