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54. Robert Klement und Richard Weber*): Das Verhalten von 
Hydroxylapatit in L8sungen. 

[Aus d. Institut fur anorgan. Chemie d. Universitat Frankfurt a. M.] 
(Eingegangen am 11. Dezember 1940.) 

Erst in neuerer Zeit sind das Vorkommen des Hydroxylapatits 
Ca,,(PO,) 6(OH) und seine Bedeutung erkannt wordenl) . Seine Eigenschaften 
sind jedoch bisher kaum untersucht worden, obwohl der Hydroxylapatit den 
Hauptbestandteil natiirlicher Phosphorite sowie der anorganischen Knochen- 
substanz2) bildet. Im  Hinblick auf diese Bedeutung ist in der vorliegenden 
Arbeit das Verha l ten  von  H y d r o x y l a p a t i t  gegeniiber re inem 
Wasser  sowie waI3rigen Losungen von z. B. Aminosauren ,  Gela-  
t i n e  u n d  ande ren  Stof fen  untersucht worden. 

.khnlicheVersuche sind zmar schon fruher, und zwar an ,,tertiaremCalciumphosphat" 
vorgenommen worden3). Da dieses, besonders als Handelsprodukt, nach den Unter- 
suchungen von G. T r  ome14) kein definierter Stoff von stochiometrischer Zusammen- 
setzung ist, sondern eigentlich verunreiuigten Hydroxylapatit darstellt, so entbehren 
die damit angestellten Untersuchungen der geniigenden Sicherheit. Es erschien deshalb 
angebracht, das Verhalten von reinem Hydroxylapatit in T,osungen zu erforschen. 

I. D i e A u f 1 o sung v o n H y d r ox y 1 a p  a t  i t i i  njWa s s e r. 

Um vergleichbare Werte zu erhalten, wurde fur alle Versuche der gleiche 
Hydroxylapatit benutzt, der durch Fallung aus 60 1 gesattigtem Kalkwasser 
mit der aquivalenten Menge verdunnter Phosphorsaure bei einer Temperatur 
von 50° hergestellt war5). So gewonnener Hydroxylapatit ist bestimmt frei 
von allen Fremd-Ionen. Das Verhaltnis von Ca:P04 wurde analytisch fest- 
gestellt zu 1 : 0.606 (berechnet 1 : 0.600). 

Zur Bestimmung der Loslichkeit von Hydroxylapatit in Wasser wurden bestimmte 
Einwaagen an Hydroxylapatit 24 Stdn. mit Leitfahigkeitswasser ( x  = 0.165 rez. 
Ohm) im Thermostaten bei verschiedenen Temperaturen in paraffinierten Flaschen 
geschiittelt. 250 ccm der durch ein doppeltes Filter filtrierten Msung wurden in einer 
Platinschale eingedampft und im Riickstande Calcium und Phosphat bestimmt. Da 
es sich nur um geringe Mengen handelte, muDten Mikromethodena) zu ihrer Bestimmung 
angewandt werden. Das Einfiillen des Leitfahigkeitsmassers in das SchiittelgefaB und 
das Filtrieren geschahen nicht unter Luftabschlufl. Die Versuchsergebnisse, die in mg Call 
bzw. mg PO,/Z angegeben werden, sind in Tafel 1 zusamtnengestellt. 

*) Dissertat. Frankfurt a. M. 1940 (D 30). 
1) A. Schleede,  W. S c h m i d t  und H. K i n d t ,  Ztschr. Elektrochem. 38, 633 

2) R. Klernent  u. G. Triiniel, Ztschr. physiol. Chem. 213, 263 [1932]. 
3) A. Rindel l ,  Akad. Abhandlgn. Helsingfors [1899]; W. P a u l i  u. M. Samec, 

Biochem. Ztschr. 17, 235 [1909]; W. P a u l i  11. Th. S tenz inger ,  Biochem. Ztschr. 206, 
71 [1929]. 

[1932]. 

4) G. Tromel  u. H. Moller, Ztschr. anorgan. Chem. 206, 227 [1932]. 
5) Diese Darstellung besorgten in dankenswerter Weise die Herren cand. P. Dihn 

6) W. Gei lmann u. R. H o l t j e ,  Ztschr. anorgan. allgem. Chem. 167, 128 [1927]; 
u. K. K o h r e r .  

H. K l e i n m a n n ,  Biochem. Ztschr. 99, 103 [1919]. 
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Tafel 1. Auflosung von Hydroxylapatit in Wasser bei 25O. 

3.62 
4.50 
4.60 
5.90 
6.10 
6.40 
6.31 
8.10 

11.00 

Einwaage mg Hydroxyl- 
apatitl250 ccm 

100 
200 
200 
400 
400 
570*) 
570 
800 

1200 

8.59 
10.70 
11.10 
16.10 
15.30 
19.20 
18.90 
24.00 
32.20 

Ca :PO, 
~~ 

1:l.OO 
1.01 
1.02 
1.18 
1.06 
1.26 
1.26 
1.25 
1.24 

*) Wegen der Einwaage von 570 mg s. S. 379, 

Die angestellten Loslichkeitsversuche lassen eine Zunahme  der  ge- 
l o s t en  Antei le  an Calcium und Phosphat m i t  s te igender  E inwaage  an 
Hydroxylapatit erkennen. Gleiche Beobachtungen sind schon friiher fur 
reinen Fluor- und Hydroxylapatit ’) und fur naturliche und technische Calcium- 
phosphate*) bei der Auflosung in 2-proz. Citronensaurs gemacht worden. Wie 
aus Tafel 1 hervorg?ht, verschiebt sich das Verhaltnis von Ca:PO, von dem 
fur den Hydroxylapatit giiltig-n Wert von 1 : 0.60 zu einem vie1 hoheren Wert 
von rund 1 : 1.00, der dem sek. Calciurnphosphat entspricht. Daraus folgt, 
daB von einer e igent l ichen Los l ichkei t  des  H y d r o x y l a p a t i t s  n i c h t  
gesprochen werden kann.  

Die Abhangigkei t  de r  Losl ichkei t  des Hydroxylapatits von der 
Einwaage wird wegen der sehr gcringen Teilchengrolje des Apatits b-im Auf- 
losen in Wasser durch 0 b er  f l a c  henersc he inu  ngen vmusacht werden. 
Eine derartige Annahme michen auch Schleede u. Nitarb-iter7) zur Deutung 
ihrer Versuche fur die Citronensaureloslichkeit von Phosphaten. Die Tatsache, 
dalj das Verhaltnis von &:PO, in der Losung dern s-k. Calciumphosphat 
entspricht, konnte auf einer Einwirkung von Kohlendioxyd, das sich wahrend 
des Binfiillens des Leitfahigkeitswassers in die Schiittelflasche oder wahrend 
des Filtrierens der Losungen darin auflost, beruhens). Sicher werden auch 
hydro ly t i sche  Vorgange eine Rolle spielen. So konnen die aus dem 
Hydroxylapatit in Losung gchenden Phosphat-Ionen nach der Gleichung : 
PO4”’ + H,O + HPO,” + OH’ reagieren. Die dab-i frei werdenden Hydroxyl- 
Ionen werden auf Grund des Massenwirkungsgesetzes die Auflosung der 
Hydroxylgruppen aus dem Hydroxylapatit-Molekul hemmen und so die Ver- 
schiebung des Verhaltnisses Ca :PO, b ?wirken, Dxartige hydrolytische Er- 
sch+mngen bei der Auflosung von Calciumphosphaten in Wasser hat auch 
A. Rindelllo) festgestellt. * 

Aus Losungsversuchen, die mit gleichbleibender Einwaage bei ver- 
schiedenen Temperaturen ausgefuhrt wurden, laat sich die Tempera tu r -  
a b  hangigkei t  der Loslichkeit des Hydroxylapatits in Wasser erkennen 
(s. Tafel 2). 

7) A. Schleede,  B.  Meppen u. 0. B. J orgensen, fmgew. Chem. 58, 316 [1939]. 
8) I. D’Ans, F. Pohle u. W. Schuppe, Ztschr. Pflanzenernahrg., Diing. Boden- 

8) W. Rathje ,  Dissertat. Leipzig 1936 (D 15). 
10) Akad. Abhandlgn. Helsingfors [1899]. 

kunde Abt. A 32, 70 [1933]. 
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mg Call 

3.62 
2.75 
6.40 
6.31 
5.25 
5.15 
6.03 
6.30 
6.79 

Tafel 2. Temperaturabhangigkeit der Auflosung von Hydroxylapatit in Wasser. 

mg P04l~  

8.59 
7.39 

19.20 
18.90 
17.45 
17.84 
17.30 
17.11 
17.60 

tOC 

25 
40 
25 
25 
40 
40 
48 
55 
55 

Einwaage mg 
Iydroxylapatit/250 ccm 

100 
100 
570*) 
570 
570 
570 
570 
570 
570 

Ca :PO, 

1 : 1.00 
1.13 
1.26 
1.26 
1.40 
1.46 
1.21 
1.15 
1.09 

*) Wegen der Einwaage von 570 mg s. S. 379. 

Die Calciummengen durchlaufen bei 40° ein deutliches Minimum, wahrend 
die Phosphat-Ionen-Konzentrationen der Losungen mit steigender Tcmperatur 
stetig, wenn auch nur wenig, abnehmen (s. Abbild. 1). Eine Erklarung dieser 
Verhaltnisse 1aBt sich mit Hilfe der Hydrolyse allein nicht geben und kann 
vielleicht bei I'orliegen von weiteren Yersuchsergebnissen erfolgen. 
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Abbild. 1. T e m p e r  a t  u r  a b 11 5 n g igke i  t d e r Lo s l ic  h k e i t v o n 
H y d r o x y l a p a t i t  (vergl. Tafel 2). 
A mg Ca gelost; x mg PO, gelost. 

Es sind von verschiedenen Seiten Versuche unternommen worden, das 
Los l ichkei t sprodukt  von tertiarem Calciumphosphat in Wasser zu be- 
rechnenll). Im Hinblick auf die S. 374 gemachte Bemerkung iiber die Natur 
des tertiaren Calciumphosphats und auf die verwickelten hydrolytischen 
Verhaltnisse im Zusammenhang mit Oberflachenerscheinungen, die bei der 
Auflosung von reinstem Hydroxylapatit in Wasser festgestellt wurden, sind 
derartige Berechnungen hinfallig. So teilen auch H o l t  u. Mitarbeiterll) mit, 
da13 das Loslichkeitsprodukt des teriaren Calciumphosphats nicht konstant ist. 

11) L. E. H o l t ,  V. K.  La Mer u. H. B. C h o w n ,  Journ. biol. Chem. 64, 509 [1925]; 
B. H a s t i n g s  u. J .  S e n d r o y ,  Journ. biol. Chem. 71, 783 [1927]; M. A. Logan u. H. 
I,. Taylor ,  Journ. biol. Chem. 119, 293 119371. 
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1 
x 105 

Einwaage mg 
Hydroxylapatit/250 ccm 

Lei t fah igke i t smessungen i n  wafirigen Hydroxylapati t-Losungen. 
Die Leitfahigkeitsmessungen sind in Losungen ausgefiihrt worden, die durch 24-stdg. 

Schiitteln einer bestimmten Menge von Hydroxylapatit in Leitfahigkeitswasser erhalten 
wurden. Alle Messungen beziehen sich auf eine Temperatur von 250. Bei der Aufzeichnung 
der Ergebnisse sind in Spalte 1 der Tafel 3 die spezifischen Leitfahigkeiten der waBrigen 
Apatit-Losungen nach dem Schiitteln angegeben. Alle Einzelergebnisse sind lfittelwerte, 
die aus einer Anzahl von Messungen erhalten wurden. In Spalte 2 findet sich dann die 
spezifische Leitfakigkeit, die durch die Calcium-, Phosphat- u. Hydroxyl-Ionen in der 
Losung hervorgerufen wird, nach Abzug der spezifischen Leitfahigkeit von x = 0.165. 
rez. Ohm des verwendeten Leitfahigkeitswassers von den Werten in Spalte 1. Die Leit- 
fahigkeitswerte sind in rez. Ohm ausgedriickt. Die Versuchsergebnisse in Spalte 2 sind 
in Abbild. 2 graphisch dargestellt. 

6 

5 

4 

? 

? 
k 3  

2 
I 

7 

2 
x x 105 

Abbild. 2. A b h a n g i g k e i t  d e r  spezif .  L e i t f a h i g k e i t  von 
I -Zydroxylapat i t  i n  W a s s e r  und 1-proz .  wassr .  Glyko-  
kol l -Losung v o n  d e r  E i n w a a g e  a n  H y d r o x y l a p a t i t .  

vergl. Tafel 3 und 6. 
x U'asser. 0 1-proz. Glykokoll-Lsg. 

50 
500 

1000 
1500 

1.50 
3.18 
4.61 
5.63 

1.34 
3.02 
4.44 
5.47 

Die Werte fur die spezif. Leitfahigkeit steigen in der gleichen Weise wie 
die Werte fiir die Loslichkeit mit steigender Einwaage an Hydroxylapatit an, 
wodurch die Versuchsergebnisse gegenseitig gestutzt werden. 
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Einwaage mg 
(Hydroxylapatit/2SO ccm mg 

25 225 *) 8.03 10.64 
25 225 7.91 13.40 
25 500 11.00 23.10 
40 225 6.83 14.71 
40 225 6.10 12.80 

Klernent,  Weber:  Das Verhalten 

Ca:PO, 

1 :0.87 
0.82 
0.89 
0.91 
0.84 

[Jahrg. 74 

Einwaage rng 

250 ccm 
Hydroxylapatit' mg Ca,/ tiig PO,,? 

p~ d. waWr. 
Ca/PO, Alanin-Lsgg, 

10.21 
11.04 
12.17 
12.92 
12.39 

100 
100 
500 
500 
500 

15.26 1:0.63 - 
1.5.73 0.60 6.33 
24,40 0.84 6.30 
2.5.59 0.83 ~- 
24.14 0.82 __ 

pH d. bgg .  n. d. 
Schutteln mit 

Hydroxylapatit 
-. 

6.58 
6.57 
- 

Wie in rein wahiger Liisung, so n i m m t  auch hit-r ini t  s t e igende r  
E inwaage  d i e  ge los te  Menge zu.  Weiterhin ist in den wal3rigen Amino- 
saure-1,osungen die Los l ichkei t  des Hydrosylapatits im\;ergleich zurI,oslich- 
keit im Wasser deu t l i ch  groWer. Das Yerhaltnis Ca/PO, weicht fast 
immer von dem fur Hydroxylapatit geforderten Yerhaltnis von 1 : 0.6 ab. Es 
geht jedoch verha1tnismaBig nicht so vie1 Phosphat in Losung \vie in reinem 
Wasser, so daB das Yerhaltnis Ca,'PO, bei briden Aminosauren im Durch- 
schnitt sich auf 1 : 0.85 einstellt. Die Tcmperaturabhangigkeit der Auflosung 
in Glykokoll-Lijsungen entspricht der in rtincm Wasser ; die 1,iislichkeit ist 
namlich bei 40° kleiner als bei 25". 

1 ,e i t f ah igke i t smessungen  wurden nur in Glykokoll-Losungen ausgefiihrt. I n  
Tafel 6 sind die Werte fur die spezifischeti Leitfiliigkeiten der Glykokoll-Losungen des 
Hydroxylapatits in Spxlte I1 aufgezeich~~et. Aus Spalte I11 ersirlit man die Leitfiihigkeits- 
werte, welclte durch die Calciuln- und Phosphat-Ionen in der Losung hervorgerufen 
werden, n:tcli Abzug der spezifischen Leitfahigkeit der 1-proz. reinen Glykokoll-Losung, 
die im 3Iittel den XVert = 0.70.10-5 rez. Ohm hat.  Die 1-ersuchsergrbnisse in Spalte I11 
sind als Funktion der inw-aage in Abbild. 2 dargestellt. 

Tafel 6. Leitfahigkeit yon Hydroxylapatit in 1-proz. (:lykokoll-I,osungen bei 25". 

5 0 
200 
500 

1000 
1500 

3.56 2.77 
3.8s 3.00 
4.8s 4.09 
5.83 5.04 
0.75 5.96 

- 

6.82 
6 83 

0 34 
0 35 

I 
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Die Ergebnisse der Leitfahigkdtsmessungen gehen mit denjenigen der 
Loslichkeitsversuche von Hydroxylapatit in Aminosaure-I osungen Hand in 
Hand und beweisen die Zunahme der Loslichkeit mit steigender Einwaage 
und damit verbunden den Anstieg der Leitfahigkeit. Entsprechend der 
grofleren Loslichkeit des Apatits in Glykokoll-Losungen gegeniiber reinem 
Wasser ist auch die Leitfahigkeit der Glykokoll-Losungen entsprechend groBer, 
wie dies aus Abbild. 2 deutlich hervorgeht. 

Obwohl in der Literatur mehrfach komplexe Glykokoll-Calcium-Ver- 
bindungen erwahnt werden12), so kann infolge der beobachteten hoheren Leit- 
fahigkeit in den waflrigen Glykokoll-Losungen gegeniiber Wasser (s. Tafel 3 
und 6) die Los l ichkei t se rhohung von Hydroxylapatit in Glykokoll- 
Losungen n i ch t  auf einer derartigen Komplexbi ldung beruhen. Dies 
ergibt sich auch aus folgenden Darkgungen: Zieht man in Abbild. 2 will- 
kiirlich bei der spezif. Leitfahigkeit x = 3.22 x rez. Ohm eine Parallele 
zur Abszissenachse und fallt man von den Schnittpunkten dieser Geraden 
mit den beiden Kurvenzugen jeweils die Lote, so schneiden diese die Abszissen- 
achse bei den Einwaagen 225 bzw. 570 mg. Es  wurden also Losungen mit den 
entsprechenden Einwaagen an Hydroxylapatit in Wasser und l-proz. Glykokoll- 
Losung bei 25O hergestellt und das in Losung gegangene Calcium und Phosphat 
bestimmt. Das Ergebnis ist aus den Tafeln 2 und 4 (s. S. 376 und 378) zu er- 
sehen. Bei 570 mg Einwaage an Hydroxylapatit enthielt die reine waQrige 
Losung im Mittel 6.35 mg Calcium/Z und 19.05 mg PO,/Z gelost. Dagegen war 
in der l-proz. Glykokoll-Losung bei 225mg Einwaage 7.97mg Call und 
16.02 mg PO,/Z in Losung gegangen. In  der waflrigen Glykokoll-Losung be- 
findet sich also nur ein Yitrtel Calcium mehr als in der reinen waBrigen Losung, 
dafiir aber ein Funftel der Phosphatmenge weniger. Die Summe von Calcium 
+Phosphat ist also in beiden Losungen ungefahr die gleiche. Wenn nun 
wirklich in der Glykokoll-Losung ein nennenswerter Betrag an Calcium 
komplex gebunden vorlage, dann diirfte die spezifische Leitfahigkeit auf keinen 
Fall mit derjenigen der wal3rigen Losung iibereinstimmen. Sie miiBte viel- 
mehr kleiner sein, da ja andererseits angenommen werden kann, daB in der 
waBrigen Losung alles geloste Calcium in ionisierter Form vorliegt. Daraus 
folgt, daB im Bereiche biologischer Calcium-Konzentrationen bei Gegenwart 
von Aminosauren al les  Calcium in  Ionen-Form vorliegt. Dies steht im 
Einklang mit den Ergebnissen von 0. H a r  n a p  p 13), der die Calcium-Ionen- 
Konzentration in ahnlichen Losungen festzustellen suchte. 

Wahrend der prr-Wert der angewandten reinen waflrigen Aminosaure- 
1.osungen bei PH 6.32 lag, war der pB-Wert der Losungen nach dem Schiitteln 
mit Hydroxylapatit um rund 0.5 pH-Einheiten gestiegen. Es werden also 
die aus dem Hydroxylapatit in Losung gehenden Hydroxyl-Ionen mit den 
Zwitter-Ionen der Aminosauren nach der Gleichung : 

+H,N.R.CCO-+OH- =+ H,N.RCOO-+H,O 
unter Bildung von Wasser und ncgativer Ladung der Aminosaure reagieren. 
Da die anfangs aus dcm Hydroxylapatit in Losung gehenden Hydroxyl-Ionen 
verschwinden, so miissen neue Hydroxyl-Ionen aus dem Hydroxylapatit nach- 
geliefert werden, bis Gleichgewicht eingetreten ist. Mit diesen Hydroxyl- 
Ionen losen sich dann auch mehr Calcium- und Phosphat-Ionen als in Wasser 

12) E. Freudenberg u. 0. Budde,  Ztschr. ges.  'exp. Med. 43, 284 [1924]; C .  
W. Dav ies ,  Joum. chem. Sac. London 1938, 277. 

13) Klin. Wschr. 49, 1731 [1938]. 
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auf. Durch die puffernde Wirkung der Aminosauren werden die hydrolyti- 
schen Vorgange, wie sie sich im rein waWrigen System abspielen, zuruck- 
gedrangt, und daher nahert sich dasverhaltnis von Ca :PO, dem des Hydroxyl- 
apatits. Es ergibt sich also als E r k l a r u n g  fur  die in waWrigen Amino- 
saure-Losungen s t a r k e r e  Auflosung des  Hydroxy lapa t i t s  gegen- 
uber  re inem Wasser ,  daW es sich hierbei mit groWter Wahrscheinlichkeit 
n i ch t  um eine Komplexbi ldung handelt, sondern daW diese Loslichkeits- 
erhohung hervorgerufen wird durch eine Verschiebung des  pro to ly t i -  
schen  Gleichgewichtes  der  Aminosaure infolge deren Reaktion mit den 
Hydroxyl-Ionen, die einerseits aus dem Hydroxylapatit in Losung gehen und 
andererseits durch Hydrolyse der Phosphat-Ionen rnit dem Wasser entstehen. 

111. Das  Verha l ten  von  H y d r o x y l a p a t i t  gegenuber  Gelatine. 
Die Kenntnis des Verhaltens des Hydroxylapatits in Gelatine ist von Be- 

deutung wegen der Tatsache, daW H y d r o x y l a p a t i t  den  H a u p t b e s t a n d -  
t e i l  de r  anorganischen  Knochensubs tanz  bildet2). Da friiher ange- 
nommen wurde, daB die Knochensubstanz tertiares Calciumphosphat enthielte, 
sind auch schon von anderer Seite derartige Loslichkeitsversuche ausgefuhrt 
worden14). Diese Untersuchungsergebnisse sind aus folgenden Grunden als 
unbrauchbar zu betrachten: Das von W. Pau l i  u. M. Samec benutzte 
tertiare Calciumphosphat ist keine definierte Verbindung ,), und das Handels- 
produkt wird nach der Fallung zum Zwecke des Trocknens auf mehrere 1000 
erhitzt. Demgegeniiber bildet sich die Knochensubstanz bei einer Temperatur 
von 370. Um also Modellversuche auszufuhren, mu0 man einen Hydroxyl- 
apatit verwenden, der bei einer der Korpertemperatur vergleichbaren "em- 
peratur hergestellt wurde (s. S. 374). Ferner benutzten W. Paul i  und 
M. Samec gewohnliche Gelatine. Deren betrachtliche Asche enthalt ins- 
besondere sehr vie1 Calcium und reichlich Phosphat. Da anzunehmen ist, 
daW diese beiden Ionen-Arten auf den in Losung gehenden Hydroxylapatit 
nach dem Massenwirkungsgesetz einwirken werden, so mu8 also eine voll- 
kommen gereinigte Gelatine zur Anwendung kommen. Es wurde daher photo- 
graphische Gelatine nach dem Verfahren von I. Knaggs ,  A. Manning und 
G. Schryverls)  gereinigt, so daW die reine Gelatine einen Aschegehalt von 
nur 0.01% aufwies. 

Die Loslichkeitsversuche mit den im vorstehenden beschriebenen Stoffen 
wurden in gleicher Weise ausgefuhrt, wie auf S. 374 und S. 378 dargelegt ist. 
Als Versuchstemperatur wurde 40° gewahlt, da diese geniigend nahe bei der 
Korpertemperatur von 370 liegt, und hierbei Abweichungen in der Loslichkeit 
kaum zu erwarten sind. 

Wie aus Tafel 7 hervorgeht, ist der Anteil der gelosten Substanz be- 
trachtlich groWer als in reinem Wasser oder in Aminosaure-Losungen (vergl. 
Tafeln 1, 2, 4 und 5). Auch bei der Gelat ine-Losung ergibt sich eine Zu- 
nahme  des Gelosten rnit s te igender  Einwaage  an Hydroxylapatit. 
Das Verhaltnis von Ca: PO, entspricht sehr nahe dem fur Hydroxylapatit 
gcforderten Wert von 1 : 0.60. Daraus folgt, daf3 hier der Apatit als solcher 
in Losung geht. Die Abweichungen zweier Versuche mit gleicher Einwaage 
und Schutteldauer beruhen wahrscheinlich auf den kolloideu Eigenschaften 

14)  W. I'auli 11. 122. S a m e c ,  Biochem. Ztschr. 1 7 ,  235 [1909]. 
15) Uiochem. Journ. 15, 473 [1923]. 



Nr. 3/1941] von Hydroxyhpt i t  in Losungen. 381 

Tafel 7. Auflosung von Hydroxylapatit in 1-proz. waL3riger Gelatine-Losung bei 40": 

Schiittelzeit 
Stdn. 

24 
24 
24 
24 
24 
24 
24 
24 
72 
72 

bei 25" 24 

Einwaage mg 
Hydroxylapatit I mg 

50 
50 

100 
100 
500 
500 

1000 
1000 

100 
500 

34.64 
32.72 
36.92 
39.92 
44.32 
48.65 
53.34 
65.56 
42.56 
50.28 

500 I 43.60 

47.61 
45.52 
51.52 
54.85 

70.10 
76.48 
89.49 
62.84 
69.00 

67.50 

- 

Ca : PO, 

1 : 0.593 
0.587 
0.588 
0.579 

0.607 
0.605 
0.576 
0.622 
0.578 

1 : 0.653 

- 

des untersuchten Systems, da eine sehr feine Verteilung des Hydroxylapatits 
bei der Auflosung in der Gelatine-Losung stattfindet. 

Infolge dieser unkontrollierbaren Abweichungen mu13 von reihenmaoigen 
Lei t fah igke i t smessungen Abstand genommen werden. Es mag jedoch 
eine Messung angefiihrt werden, die aus zwei unabhangigen Ansatzen mit 
500 mg Einwaage in 1-proz. Gelatine-Losung bei 250 erhalten wurde (s. Tafel7 
unten). Es wurden die spezifischen kitfahigkeiten x = 17.87 x bzw. 
17.34 x rez. Ohm, gefunden. Nach Abzug der 
Eigenleitfahigkeit der waBrigen 1-proz. Gelatine-Losung, welche im Mittel 
x = 1.68 x rez. Ohm betrug, ergibt sich fur die Leitfahigkeit der an- 
organischen Ionen allein 17.60-1.68 = 15.92 x 10-5 rez. Ohm. Demnach ist 
mit der Loslichkeitserhohung in 1-proz. Gelatine-Losung gegenuber reinem 

also im Mittel 17.60 x 

Tafel 8. Vergleich der erhaltenen Loslichkeits- und Leitfahigkeitswerte in der 1-proz. 
Glykokoll-Losung mit den entsprechenden Werten fur die 1-proz. Gelatine-Losung bei 25" 

(vergl. Tafel 4, 7 und Abbild. 2). 

Einwaage mg 
Losungsmittel 

1-proz. Glykokoll-Losung . . . . 
7.91 15 40 

1-proz. Gelatine-Losung . . . . . 500 43 60 6 7  50 15 92 

Wasser und waBrigen Glykokoll-Losungen auch ein erheblicher Anstieg der 
spezif. kitfahigkeit verbunden. Aus Tafel8 ergibt sich, daB die Werte fur die 
Loslichkeit und die spezif. Leitfahigkeit in einer Gelatine-Losung etwa das 
5-fache der Werte einer Glykokoll-Losung betragen. Deshalb moge mit allem 
Vorbehalt der SchluQ gezogen werden, daB entgegen fruheren Ansichten3) 12), 
auch i n  Gelat ine-Losungen i m  Bereiche biologischer Calcium- 
k o nz e n  t r a t ion e n  kei ne Komplexs  a1 z b i ldung eintritt. 

In  den Gelatine-Losungen steigt der pH-Wert von p~ 5.28 der reinen 
waBrigen Gelatine-Losung auf pR 6.19 nach demschiitteln mit Hydroxylapatit. 
Demnach beruht die Loslichkeitserhohung von Hydroxylapatit in waoriger 
Gelatine-Losung ebenfalls auf der Bindung der aus dem Hydroxylapatit in 
Losung gehenden Hydroxyl-Ionen durch das Gelatine-Molekul. Alle hier be- 

Berichte d. D. Chem. Qesellschaft. Jahrg. LXXIV. 25 
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Ein- 
Diffu- waage 
sions- mg 

Stdn. oxyl- 
apatit 

Nr. dauer Hydr- 

1. 24 100 
2. 24 100 

3. 24 100 
24 . 
24 

4. 20 500 

obachteten Erscheinungen lassen sich in gcnau der gleichen Weise, wie es auf 
S. 378 fur Aminosauren beschrieben ist, erklaren. 

Die eben angefuhrten Beobachtungen wurden weiter durch Diffusions-  
versuche  erhartet. Zu diesem Zwecke wurde eine Losung von Hydroxyl- 
apatit in einer 1-proz. wail3rigen Gelatine-Losung in einen Dialysierschlauch aus 
Cellophan gefiillt, der wahrend des Diffusionsversuches in eincm mit Wasser 
gefullten Becherglas rotierte. Das Ganze befand sich in einc m Thennostaten 
eingebaut, welcher auf 40° angehcizt war. Nach 24 bzw. 72 Stdn. wurde sowohl 
im Inhalt der Hiilse als auch im vorgelcgten Wasser Calcinm und Phosphat 
bestjmmt (s. Tafel 9). 

diffundiert nicht diffundiert Gesamt 

vorgel' 

ccm ccm ccm ccm ccrn ccm 

3.38 9.24 1:1.15 6.79 I 4.45 1:0.27 10.17 13.69 I 1:O. 
I 

875 
875 3.82 9.66 1.07 7.03 4.57 0.27 10.85 

875 3.21 7.02 1:0.92 
875 1.09 -- - 
875 0.41 - -. 

875 3.87 10.30 1:1.12 7.45 4.80 1:0.27 11.32 15.10 11:0. 

! 5.75 3.77 1:0.27 10.46 - 

Tafel 9. Diffusionsversuche. 

Laut Tafel 9 zeigen die beiden darin an erster Stelle aufgefiihrten Versuche eine 
gute Reproduzierbarkeit. Der Versuch 3 wurde so durchgefiihrt, daB die AuBenflussigkeit 
nach je 24 Stdn. erneuert wurde, so daB erst nach insgesamt 72 Stdn. der Versuch ab- 
gebrochen und auch der nicht diffundierte Anteil bestimmt wurde. Insgesamt sind die 
diffundierten Betrage grofier als bei den Versuchen 1 und 2, aber die beobachteten Ver- 
haltniszahlen Ca/PO, zeigen vollige Ubereinstimmung. Auch eine Anderung der Konzen- 
tration der Hydroxylapatit-Losung, hervorgerufen durch Schiitteln einer groBeren 
Menge, bewirkt keine Verschiebung der eben emahnten Verhaltnisse, wie aus Versuch 4 
hervorgeht. 

Diese Ergebnisse lassen erkennen, dalj der grol3ere Teil des Calciums, 
namlich 2/3 der Gesamtmenge, in der Gelatine-Losung zuruckbleibt, wahrend 
2/3 der insgesamt vorhandenen Phosphatmenge diffundieren. Es verhalt sich 
das zuriickgebliebene Calcium zum Phosphat wie 1 : 0.27. Bemerkenswert ist 
die Konstanz dieses Verhaltnisses. Nach 24 Stdn. diffundiert kein nennens- 
werter Betrag an Calcium mehr in das Wasser hinein (vergl. Versuch Nr. 3). 

Die aus Tafel9 erkennbare starkere ,,Bindung" des Calciums an die 
Gelatine 133t sich an Hand der Reaktionsgleichung, welche fur die Auflosung 
von Hydroxylapatit in Aminosauren und Gelatine angenommen wurde 
(vergl. S. 379), ableiten. Hiernach bleibt das neutrale Zwitter-Ion nach der 
Reaktion mit Hydroxylapatit negativ aufgeladen zuriick. Es wird sich dem- 
nach bei den gemachten Beobachtungen urn eine Einwirkung der negativ ge- 
ladenen Oberflache der Gelatineteilchen auf die Calcium-Ionen handeln, die 
infolge elektrostatischer Krafte festgehalten werden. 

Die beschriebenen Diffusionsversuche sind deshalb bedeutungsvoll, weil 
eine bevorzugte  B indung  des Calciums a n  d a s  Knorpelgewebe i m  
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Korpe r  von mehreren Forschern angenommen wird16). Ob es sich hierbei 
um eine wirkliche chemische Bindung des Calciums an das E i w d  handelt, 
oder ob Adsorption angenommen werden m a ,  war nicht entschieden. Nach 
den vorliegenden Ergebnissen der Diffusionsversuche, in Verbindung mit den 
I&slichkeitsversuchen und Leitfiihigkeitsmessungen von Hydroxylapatit in 
Gelatin€-Lijsungen, ware die bevorzugte  Bindung des  Calciums eher als 
eine Ads o r p t i ons e r s c he i n u n g anzusehen, die d u r  c h ele k t r 0s t a t  i sc he  
K r a f t e  bedingt ist. 

IV. Das  Verha l ten  des  H y d r o x y l a p a t i t s  i n  Tyrode-Losung u n d  
i n  Serum. 

Es war weiterhin interessant zu erfahren, wie sich der Hydroxylapatit 
einer physiologischen Ikisung gegeniiber verhalt . Deshalb wurden Lijslichkeits- 
versuche von Hydroxylapatit in Tyrode-Losung und gleiche Versuche mit 
einem Zusatz von 1% Gelatine ausgefiihrt. Die Tyrode-L&ung enthalt 
0.8% NaCl, 0.1% NaHCO,, 0.02y0 KC1, 0.02% CaC12.6H20, 0.005% 
NazHP0,.12Hz0. Da diese Liisung schon Calcium und Phosphat gelost 
enthalt, muate eine Wechselwirkung mit den aus dem Hydroxylapatit in 
Lijsung gehenden Ionen erwartet werden. In  Tafel 10 ist der Calcium- und 
Phosphatgehalt der reinen Tyrode-Lijsung verzeichnet, und die Calcium- und 
Phosphat-Konzentration der mit Hydroxylapatit geschiittelten reinen sowie 
der mit Gelatine versetzten Tyrode-Losung angegeben. 

Tafel 10. Losungsversuche von Hydroxylapatit in Tyrode-Losung. 

Schiittelzeit 
Stdn. 

24 
24 

24 
24 
24 
24 
24 
24 
72 

Gelatine 
% 

~~ 

Einwaage 
Hydroxylapatit 

mg 

100 
100 

50 
100 
100 
500 
500 
1000 

100 

Sesamt-Ca,/Z 
mg 

23.96 
23.44 

37.80 
34.52 
34.36 
26.04 
27.76 
21.12 
34.52 

7.08 
7.36 

19.36 
18.24 
18.88 
18.08 
22.76 
25.32 
16.32 

Ca : PO, 

1 :0.13 
0.13 

1 :0.22 
0.22 
0.23 
0.29 
0.35 
0.51 
0.20 

In der Tyrode-Losung: 38.12 mg Call; 

Nach dem Schiitteln der Tyrode-Losung mit Hydroxylapatit befindet 
sich in der wiU3rigcn Lijsung wcnigcr Calcirm und vie1 weniger Phosphat als 
urspriinglich in der Tyrcde-Lcscng vorhanda war. Dcmnach ist sowohl 
Calcium als auch Phcsphat aus dcr LEsung in den Bodenkorper ubergegangen. 
Wenn derselbe Versuch unter Zusatz vcn 1% Gelatine ausgefiihrt wird, darm 
kann die Tyrode-Losung an Calcicm und Phcsphat nicht iibersattigt sein, denn 
es losen sich in der reinen Gelatin€-Losung ungefahr gleiche Mengen Calcium 

Is) R. Schwarz, R. Eden u. E. Hermann, Biochem. Ztschr. 149, 100 [1924]; 
Pfaundler, Jb. Khderheilkunde 60, 123 [1904]; E. Freudenberg 11. P. Gyorgy, 
Biochem. Ztschr. 110,290 [1920]; 116, 96 [1921], 118, 50 [1921]. 

17.28 mg PO,/Z Ca: PO, = 1 : 0.19. 

%* 



384 K l e w e n t ,  Weber :  Das Verhalten [Jahrg. 74 

Call PO,/l 
Serum Serum 

und groljere Mengen Phosphat auf als in der Tyrode-Losung vorliegen (s .  
Tafel7). Trotzdem tritt eine geringe Calcium-Fallung ein und es geht nur sehr 
wenig Phosphat aus dem Hydroxylapatit in Losung. Aus den Versuchen folgt, 
daB die Tyrode-Losung m i t  Bezug auf H y d r o x y l a p a t i t  i ibersa t t ig t  
ist und da13 diese Ubersattigung auch bd  Anu-esenheit von Gelatine erhalten 
bleibt. Es sollen in diesem Zusammenhange noch zwei Versuche mit Serum1') 
mitgeteilt werden. 

Tafel 11. Loslichkeit yon Hydroxylapatit in Serum. 

Ca:PO, 

I Ein- Call 
riachdeni 

Schiit- 
teln 

mg 

62.48 

33.08 

33.06 

waage 
Hydr- 
oxyl- 
apatit 

mg 
I 

PO,/l 
nachdem 

Schiit- Ca: PO, 
telri 

mg 

199.60 1:1.35 

75.68 1:0.97 

-23.52 __ 
52.16 1:0.66 

mg mg i 

Pferdeserum . . . . . . . 
Diphtherieserum . . . 
Aus dem Hydroxyl- 

apatit sind daher 
in Lsg. gegangen. 

110.60 I 240.12 1 1:0.92 500 

500 

Nichtd ia lys ie r tes  P fe rdese rum,  das aul3er anderen Ionen Calcium 
und' Phosphat in den angegcbenen Mengen enthielt, bzw. d ia lys ie r tes  
Se rum,  das frei von Calcium war, wurden mit je 500 mg Hydroxylapatit 
geschiittelt. Nach dem Schutteln enthielt das nichtdialysierte Serum weniger 
Calcium und weniger Phosphat als vor dem Schiitteln, wahrend bei den1 dia- 
lysierten Serum Apatit in Losung gegangen war, und zwar 33.08 mg Calcium 
und 52.16 mg PO,. Es zeigt also das n i ch td i a lys i e r t e  Se rum wiederum 
die Erscheinung der Uber sa t t i gung  in  bezug auf H y d r o x y l a p a t i t ,  
wodurch die Versuche mit Tyrode-Losung gestutzt werden. Aus diesen wenigen 
Versuchen folgt also die physiologisch au l je rordent l ich  wicht ige Be- 
obach tung ,  daB das Korpe r se rum a n  H y d r o x y l a p a t i t  offenbar uber -  
s a t t  i g t  ist. Der Hydroxylapatit der anorganischen Knochensubstanz kann 
also im Serum nicht aufgelost werden, was fur die Bestandigkeit des Knochens 
im Korper von ausschlaggebender Bedeutung ist . 

V. Die Auflosung von H y d r o x y l a p a t i t  in  organischen Sauren.  
Organische Sauren sind in den Kreis der Untersuchungen einbezogen 

worden, weil einige Phosphatdiingemittel auf Grund der Loslichkeit der 
Phosphorsaure in Citronensaure-Losung bewertet werden. Dabei kamen 
waBrige Propionsaure- bzw. Milchsaure-Losungen in Anwendung, die einer 
2-proz. waBrigen Citronensaure-Losung aquimolekular waren. Die Losungs- 
versuche wurden in iiblicher Weise durch Schutteln der geeigneten Einwaagen 
an Hydroxylapatit bei 40° mit je 250 ccm der betreffenden Saure-Losung aus- 
gefiihrt . 

Grundsatzlich geht der Hydrosylapatit in allen Fallen als solcher in 
Lijsung (s. Tafel 12). Auch in diesen Losungen ist eine Zunahme des gelosten 

1') Fur die zu diesen Untersuchungen freundlichst zur Verfiigung gestellten Sera 
sei cler I. G. F a r b e n i n d u s t r i e  A.-G. an dieser Stelle bestens gedankt. 
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4.9 
Tafel 12. Auflosung von Hydroxylapatit in wlBrigen, einer 2-proz. Citronensaure-Losung 

aquimolekularen Propion- bzw7. h1ilchsaure-Losungen bei 400. 

mg Call I H ydroxylapatit m g -  I Zeit 
Minuten 

30 
30 
30 
30 
30 
30 
30 
30 
30 

60 
60 

30 
30 
30 
30 
30 

500 
500 

1000 
1000 
2000 
2000 
4000 
4000 
8000 

1000 
1000 

2000 
2 000 
4 000 
4 000 
8 000 

a) P r o p i o n s a u r  
598.3 
541.9 

1189 
1202 
1614 
1638 
1763 
1749 
1827 

1110 
1130 

b) Milchsaure 
2775 
2970 
5 050 
5080 
5680 

_____ 

mg PO,/l 

849.1 
797.4 

1651 
1625 
2 064 
2 090 
2 321 
2 307 
2372 

1574 
1581 

3 860 
4 095 
6980 
7 105 
7 930 

Ca : PO, 

1 : 0.60 
0.62 
0.59 
0.57 
0.54 
0.54 
0.55 
0.56 
0.55 

1 : 0.60 
0.59 

1 : 0.59 
0.58 
0.58, 
0.59 
0.58 

Anteils mit steigender Einwaage zu verzeichncn, die wohl auch durch Ober- 
flachenerscheinungen verursacht wird. 

Beim Ubergang von einer gewohnlichen Fettsaure wie Propionsaure  
bzw. von einer Oxysaure, z. B. Milchsaure,  zur entsprechenden Aminosaure, 
also Alanin ,  zeigt sich €in starker Abfall der Loslichkeit des Hydroxylapatits 
(s. Tafell3). Dicser Abfall zcjgt sich auch bci dcm Ubergang von Anthrani l -  
s a  ur e C,H, (NH,) . CO,H zu Dimet  h y 1 a n t  h r  a n i l  s a u  r e (CH,),N .C,H, .CO,H. 

Tafel 13. Vergleich der Auflosung ron Hydroxylapatit in echten organischen Sauren 
mit der Auflosung in Aminosaure-Losungen. 

Propionsaure . . . . . . . . . 
CH,.CH,.CO,H . . . . . , 
Milchsaure . . . . . . . . . . . 
CH,. CH (OH). CO,H . . 
Alanin . . . . . . . . . . . . . . , 
CH, . CH (NH,) . CO,H . . 
Anthranilsaure . . . . . . . .  
H,N.C,H,.CO,H . . . . . 
Dimethyl-anthranil- 

saure . . . . . . . . . . . . . .  
(CH,),N. C,H,. CO,H . , 

Einwaage mg 
Hydroxylapatit 

/250 ccm 

500 
500 

2 000 
2 000 

500 
500 

500 
500 

500 

mg Call 

598.3 
541.9 

2775 
2 970 

12.17 
12.92 

173.8 
175.0 

8.19 

849.1 
797.4 

3 860 
4 095 

24.40 
25.59 

248.9 
251.1 

. 13.42 

Ca : PO, 

1 : 0.60 
0.62 

1 : 0.59 
0.58 

1 : 0.84 
0.83 

1 : 0.604 
0.605 

1 : 0.667 
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Nach R. Kuhnl*) ist die An th ran i l sau re  nicht vergleichbar mit 
Glykokol l  und Alanin,  denn sie bildet keine Zwitter-Ionen und ist also noch 
eine, wenn auch ziemlich schwache, Saure. Daher ist Hydroxylapatit in 
Anthranilsaure-Losung gut loslich, und zwar als solcher, wie aus dem inTafell3 
angefiihrtenverhaltnis Ca : PO,= 1 : 0.604 hervorgeht. Mit zunehmender Methy- 
lierung der Aminogruppe tritt infolge Ve r s t a r k u n  g d e s b a si s c he  n Char  a k -  
t e r s  dieserGruppe in steigendem MaBe Zwi t te r - Ionen-Bi ldung ein, so da13 
die Dime t h y 1 a n t  h r  a nils a u r e echte Zwitter-Ionen bildet und damit mit 
Glykokol l  und Alanin vergleichbar wird. Wie aus Tafel 13 hervorgeht, 
sinkt damit die Loslichkeit des Hydroxylapatits in der wafirigen Losung von 
Dime thy lan th ran i l s au re  zu ahnlichen Werten, wie sie in Glykokol l -  
und Alanin-Losung gefunden worden sind. Auch geht der Hydroxylapatit 
nicht mehr als solcher in Losung, sondern das Verhaltnis von Ca:PO, ver- 
schiebt sich zu einem hoheren als fur diesen giiltigen Wert, wie dies auch bei 
Glykokol l  und Alanin gefunden wurde (s. Tafel4 u. 5). 

Es beruht hiernach die starke Loslichkeit in organischen Sauren offenbar 
auf der Saurestarke bzw. der Wasserstoff-Ionen-Konzentration, die bei den 
Sauren grol3, bei Glykokoll, Alanin und Dimethylanthranilsaure als Zwitter- 
Ionen dagegen sehr gering ist. Der Unterschied zwischen der Loslichkeit des 
Hydroxylapatits in Propionsaure und der in Milchsaure la& sich ebenfalls 
auf deren verschiedene Saurestarke zuruckfuhren. 

Die auffallend hohe Loslichkeit des Hydroxylapatits in Milchsaure (vergl. Tafel 12 
u. 13) ist von groDer Bedeutung fur die insbesondere von zahnmedizinischer Seite her 
vorgetragene Ansicht iiber den Zusammenhang zwischen Zahncaries und Milchsaure- 
gehalt des Speichels. So haben z. B. I. W. T r a s k  und MitarbeiterlS) einen besonders 
starken Angriff der Milchsaure im Vergleich zu anderen organischen SPuren auf die 
Zahnschmelzsubstanz, die nach den Untersuchungen von R. K l e m e n t  *O) fast vollstandig 
aus Hydroxylapatit besteht, festgestellt. 

Zusammenf assung.  
1) Gegeniiber Wasser verhalt sich Hydroxylapatit einer definierten Herkunft 

beziiglich seiner Loslichkeit nicht wie ein normales Salz, d. h. er lost sich nicht kon- 
gruent auf. 

2) Die hohere Loslichkeit des Hydroxylapatits in waI3rigen Aniinosiiure- und 
Gelatine-Losungen gegeniiber Wasser beruht auf einer Verschiebung des protolytischen 
Gleichgewichta infolge der Bindung der aus dem Hydroxylapatit in Losung gehenden 
Hydroxyl-Ionen durch die Aminosaure bzw. Gelatine. I n  den Glykokoll-Losungen liegt 
alles geloste Calcium in Ionen-Form vor. Dies trifft wahrscheinlich auch fur die Gelatine- 
Losungen zu. 

3) Die an Hand von Diffusionsversuchen festgestellte starkere , ,Bindung" des 
Calciums an die Gelatine wird durch elektrostatische Krafte, die an der Oberflache der 
kolloiden Gelatineteilchen wirken, verursacht. 

4) I,osungsversuche in Tyrode-Losung und in Sera haben ergeben, daB das Korper- 
serum an Hydroxylapatit iibersattigt ist. 

5) Die starke Loslichkeit von Hydroxylapatit in waDrigen Propion- und Wlchsaure- 
IXsnngen beruht auf deren Siiurestiirke. 

18) R. K u h n ,  Cheni. Ztg. 60, 858 [1936]. 
10) I. W. T r a s k ,  E. E. Ziegler u. E. C. Maloof, Journ. Amer. dental Assoc. 27, 

*O) R. K l e m e n t ,  R .  68. 2012 r1935;. 
1013 [1940]. 


