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Wstep

Natura jest najlepszym projektantem i moze by¢ zrédiem inspiracji. Moze podpowiadac
nam ciekawe rozwiazania technologiczne i architektoniczne. Uwazna i1 $wiadoma
obserwacja natury i jej tworéw doprowadzita do rozwoju nowego dziatu nauki -
biomimiki.

Jednym z obszar6w zainteresowan sa biomaterialty — materialy kompozytowe
wytworzone przez organizmy zywe, posiadajace bardzo korzystne wilasciwosci fizyczne 1
mechaniczne. Odtworzenie ich w warunkach laboratoryjnych (opracowanie technologii
wytwarzania) z mysla o ich p6zniejszej produkcji i wykorzystaniu wymaga wczesniejszego
doktadnego poznania ich budowy, sktadu i struktury zaréwno w skali makro jak i mikro.

Wspoétczesne spojrzenie na technologie i1 produkcje materiatbw powinno
obejmowac¢ i obejmuje coraz czgsciej aspekty ochrony srodowiska i juz na etapie
projektowania materiatlu rozwaza si¢ i analizuje, jakie beda losy materiatu po tym jak
zostanie wycofany z uzytkowania i1 jakie obciazenie bedzie stanowit dla Srodowiska.
Pomimo, ze wytworzone materialty beda ‘naturalne’ (niby-biologiczne) istotne jest
poznanie, jakim procesom ulegaja (beda ulega¢) podczas np. sktadowania. Z tego wzgledu
pomocne moze by¢ poznanie budowy i struktury materiatéw skamieniatych, ktére sa
pozostatosciami biomateriatow uleglymi procesowi fosylizacji, czyli przeksztalcenia z
formy pierwotnej w skamieling o zmienionym sktadzie.

Zgromadzone informacje o budowie, sktadzie, strukturze materialéw (bio- i
geologicznych) moga by¢ rowniez przydatne do wyjasnienia proceséw biomineralizacji i
fosylizacji przebiegajacych w naturze. Zmiany zachodzace podczas tworzenia si¢ tego typu
struktur 1 ich przemiany w czasie daja rowniez pewne informacje dotyczace zmian
klimatycznych i srodowiskowych zachodzacych w otoczeniu prébek.

Spostrzezenia i wnioski z badan nad strukturg i sktadem biomateriatéw i skamielin
moga zosta¢ wykorzystane przez naukowcOw z dziedzin zajmujacych si¢ biomimika,
biotechnologia, stratygrafia, paleontologia oraz klimatologia 1 paleoklimatologia,
szczeg6lnie do rekonstrukcji zmian temperatur i klimatu panujacego wspoétczesnie oraz w
czasach prehistorycznych.

W niniejszej pracy badano szkielety migczakow wspotczesnych 1 kopalnych
charakteryzujacych si¢ budowa kompozytowa. Podjeto prébg doktadnej oceny sktadu
chemicznego i mikrostruktury szkieletéw spokrewnionych ze soba mig¢czakow z gromady
glowonogdéw: wewngtrznego szkieletu Sepia Officinalis, wewngtrznych szkieletow
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belemnitéw Hibolites sp., Belemnella sp. i Belemnitella sp. zachowanych w postaci tzw.
rostrOw oraz muszli zewngtrznych amonitu z gatunku Kosmoceras duncani. W
prezentowanej pracy podjgto si¢ réwniez oceny przydatnosci oraz ograniczen technik
stosowanych do badania biomateriatéw i1 skamielin. W tym celu przeprowadzono szereg
analiz mikro-strukturalnych badanych szkieletow.

W czesci pierwsze] rozprawy doktorskiej dokonano przegladu literatury
poswigconej zagadnieniom budowy i1 powstawania szkieletow weglanowych. Opisano
pokrotce systematyke i histori¢ geologiczna migczakéw wytwarzajacych badane szkielety.
Oddzielnie oméwiono budowg szkieletow Sepia Officinalis, Belemnitida i Ammonitida. W
kolejnych rozdziatach przedstawiono obecny stan wiedzy dotyczacy sktadu chemicznego i
mikrostruktury tychze szkieletow, omowiono sktad chemiczny i morfologi¢ wigkszosci
szkieletéw tworzonych przez migczaki, opisano pokrétce teorie tworzenia si¢ szkieletow i
proces biomineralizacji. W kolejnym rozdziale zawarto tre$ci dotyczace zagadnien
termometrycznych i paleo-srodowiskowych oraz wptywu warunkéw temperaturowych na
zawartosci pierwiastkow (szczegdlnie magnezu) w badanych szkieletach oraz wptywu
magnezu na tworzenie odpowiedniej formy polimorficznej weglanu wapnia przez
organizmy morskie. W ostatnim rozdziale czgsci pierwszej oméwiono pokrétce te procesy
fosylizacji, ktére wystapilty w badanych okazach.

Na poczatku czgsci doswiadczalnej opisano pochodzenie badanych prébek, sposob
przygotowania probek do analizy oraz stosowane w pracy techniki analityczne. W czgsci
poswieconej wynikom i dyskusji przedstawiono wyniki analiz wykonanych za pomoca
r6znych metod zaczynajac od analiz dyfrakcyjnych poprzez analizy mikro-rozmieszczenia
pierwiastkow wykonywane metodami EPMA, PIXE, SRIXE 1 XRF oraz analizy
rozmieszczenia w badanych probkach zwiazkéw chemicznych wykonane za pomoca
spektrometrii Ramana az do analiz iloSciowych z zastosowaniem metod absorpcyjnej
spektrometrii atomowej ze wzbudzeniem w ptomieniu oraz emisyjnej spektrometrii
atomowej ze wzbudzeniem w plazmie. Uzyskane wyniki 1 ich dyskusj¢ przedstawiono
kolejno dla probek szkieletu Sepia Officinalis, rostrow Belemnitida i muszli amonitu
Kosmoceras Duncani. W ostatnich rozdziatach pracy przedstawiono wnioski, perspektywy

dalszych badan oraz informacje o uczestnictwie w projektach naukowych i podzigkowania.



1. Wprowadzenie w tematyke badan

Wiele organizméw wystgpujacych w przyrodzie wytwarza rozne szkielety o
unikatowych wilasciwosciach fizycznych 1 mechanicznych, w ktérych sklad wchodza
zar6wno zwiazki nieorganiczne w formie skrystalizowanej lub amorficznej jak i zwiazki
organiczne o charakterystycznej 1 uporzadkowanej strukturze, czgsto polimery organiczne.
Zwiazki organiczne w takich materiatach nazywanych czgsto materiatami hybrydowymi
lub kompozytami tworza tzw. matrycg organiczna. Poniewaz sa to materiaty sktadajace si¢
gtéwnie z mineraléw 1 sa tworzone przez zywe organizmy przyjeto nazywacé je
biomineratami a proces ich tworzenia biomineralizacja.

W pracach Manna (Mann 2001) i Baeuerleina (Baeuerlein 2000) znajduje si¢
zestawienie poznanych do tej pory biomineratéw. Dotychczas wykryto ich sze§¢dziesiat a
dwadziescia pi¢¢ z nich wedlug Athertona i Shepparda jest wytwarzanych przez zwierzgta
(Atherton and Sheppard 1975).

Najczescie] wystgpujacym biomineralem oprdcz réznych form fosforanéw wapnia
sa weglany wapnia, z ktérych 80% posiada formg krystaliczng a pozostate 20% amorficzna
(Lowenstam and Weiner 1989).

Sposréd wszystkich, biokompozytéw weglanowych najciekawszymi tworami sa
szkielety migczakdw posiadajace struktur¢ warstwowa, bardzo rdéznorodne ksztalty i1
kolorystyke.

W przyrodzie mamy do czynienia ze szkieletami:

e zewngtrznymi — muszlami, ktére stanowia najczgsciej ochrong zwierzecia
przed czynnikami zewngtrznymi gléwnie drapieznikami a czgsto pomagaja
przy poruszaniu si¢ migczaka,

e wewnetrznymi (ptawnymi), ktére pomagaja w utrzymaniu ciata w zwarciu
oraz przeciwstawieniu si¢ bardzo wysokiemu ci$nieniu hydrostatycznemu
panujacemu w glebinach oceanéw i morz.

Nalezy wspomnie¢, ze mamy do czynienia zaréwno ze szkieletami wspoéiczesnie
zyjacych migczakéw jak i szkieletami migczakéw kopalnych. Badajac skamieliny réznych
stworzen mozemy rzuci¢ trochg swiatta na procesy fizyczne i chemiczne zachodzace w
biomateriatach po zgonie stworzenia a szczegdlnie podczas fosylizacji jego szczatkow
trwajacej czasami przez miliony lat. Mozemy réwniez dowiedzie¢ si¢ wigcej o

przynaleznosci gatunkowej organizméw, ich budowie oraz zwyczajach zyciowych.
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Sposréd biomateriatéw i skamielin wybratem do badan szkielety migczakéw morskich
z gromady glowonogéw zyjacych wspétczesnie oraz w okresie mezozoiku:

® wewngtrzne matwy zwyczajnej,

e zewngetrzne amonitéw (muszle),

e wewngetrzne belemnitéw (rostra).

1.1. Systematyka mig¢czakéw wytwarzajacych badane szkielety

Niniejsza praca jest poswigcona gltownie badaniom chemicznym 1 mikro-
strukturalnym szkieletow. Dlatego wskazane jest podanie uproszczonej systematyki
zwierzat wytwarzajacych badane muszle oraz ich okreséw wystgpowania.

Ponizej znajduje si¢ podzial systematyczny migczakéw, bazujacy na pracach Dzika
(Dzik 2003) i Parkera (Parker 1982a, 1982b). W podziale uwzglednitem tylko migczaki,
ktérych muszle byty badane w niniejszej pracy.

Systematyka mig¢czakow posiadajacych szkielety:

Krélestwo: Animalia (zwierzeta) Linné 1758
Typ: Mollusca (migczaki) Linné, 1758
Podtyp Conchifera (migczaki muszlowe)
Gromada: Cephalopoda (gtowonogi) Cuvier, 1795
Podgromada: Ammonoidea (amonity) Zittel, 1884
Rzad Ammonitida Hyatt, 1889 hettang - mastrycht
Gatunek: Kosmoceras duncani
Podgromada: Coleoidea (ptaszczoobroste) Bather, 1889
Rzad: Sepiida (matwy, sepie) stefan — dzi$
Gatunek: Sepia Officinalis Linné 1758
Rzad: Belemnitida (belemnity) hettang - mastrycht
Gatunek: Belemnella
Gatunek: Hibolites
Gatunek: Belemnitella

Wymieniona podgromada glowonogéw ptaszczoobrostych (Coleoidea) posiada
szkielety wewngtrzne. W trakcie ewolucji nastgpowata u nich redukcja muszli az do ich
catkowitego zaniku. Szkielety Sepii Officinalis 1 belemnitéw maja bardzo podobna
budowg i1 naleza do migczakéw z typu Coloidea. Amonity posiadaja spiralng zewngtrzna

muszle i tworza bardzo liczna wymarta podgromade Ammonoidea.



1.2. Historia geologiczna mi¢czakéw wytwarzajacych badane szkielety

Amonity wystgpowaty w paleozoiku i mezozoiku od dewonu do kredy (Miller and
Furnish 1954; Donovan 1964), gtéwnie w okresie jury (Arkell 1950), kredy (Wright 1952)
1 triasu (Kummel 1952). Amonity z paleozoiku sa nazywane czgsto Goniatytami.
Belemnity za$§ wedlug Beurlen i Lichter (Beurlen and Lichter 1997) wystgpowaly od
wczesnego karbonu, jednak z tego okresu znane sa tylko z obszaru Ameryki Pétnocnej. Az
do konca triasu w morzach wsréd glowonogéw dominowaty todzikowate oraz
amonitowate. Belemnity wygingly na przetomie kredy i trzeciorzgdu. Matwy pojawity sig
na ziemi w okresie Kredy i wystepuja na niej do dzisiaj. Rys. 1 przedstawia liczebno$¢
gatunkéw omawianych podgromad: Ammonoidea i Coleoidea obejmujacych amonity oraz

belemnity 1 matwy wraz z okresami geologicznymi ich wystepowania.

Eon | Fanerozoik |

Era | | Mezozoik Kenozoik |

Lata [milion] 290 1?0 0

Okres Trias Jura Kreda Trzeciorzed| Czwartorzed
20 onitid

Rodziny

AMMONOIDEA
| |

Belemnitida

COLEOIDEA
| |

Rys. 1 Mieczaki Ammonoidea (amonity) i Coleoidea (belemnity i mqtwy). Ilo§¢ rodzin wystepujaca w
erze Mezozoiku i Kenozoiku. Fragment zaczerpnigty z pracy Nixona i Younga (Nixon and Young
2003).

Badane przeze mnie probki skamieniatosci pochodza z okresu Jury i1 Kredy z wiekow:
Kampan (Pézna Kreda), Oksford (P6zna Jura) oraz Kelowe;j (Srodkowa Jura). Zeby
mozliwa byla tatwa ocena wieku poszczegdlnych prébek i ich poréwnanie w Tab. 1

zamie$cilem fragment tablicy stratygraficznej obejmujacy okresy Jury i Kredy.



Tab. 1 Tabela stratygraficzna (fragment dotyczacy okreséw pochodzenia badanych prébek: Jury i
Kredy) wedlug Migdzynarodowej Komisji Stratygrafii (ICS). Wiek badanych préobek -pogrubiona
czcionka.

Kreda P6Zna kreda mastrycht - 70,6 (x 0,6) min
kampan - 83,5 (£ 0,7) min
santon - 85,8 (= 0,7) mln
koniak - 89,3 (+ 1.0) mIn
turon - 93,5 (£ 0,8) min
cenoman - 99,6 (x 0,9) ml
Wczesna kreda alb - 112 (£ 1,0) min

apt - 125 (+ 1,0) mln
barrem - 130 (= 1,5) mln
hoteryw - 136,4 (+ 2,0) mln
walanzyn - 140,2 (£ 3,0) mln
berrias - 145,5 (£ 4,0) min

Jura Jura pézna tyton - 150,8 (£ 4,0) mIn
kimeryd - 155,7 (£ 4,0) mln
oksford - 161,2 (+ 4,0) min
Jura $rodkowa kelowej - 164,7 (+ 4,0) min
baton - 167,7 (+ 3,5) min
bajos - 171,6 (= 2,0) min
aalen - 175,6 (+ 2,0)ml

Jura wczesna toark - 183 (= 1,5) mln
pliensbach - 189,6 (+ 1,5) min
synemur - 196,5 (+ 1,0) mln
hettang - 199,6 (£ 0,6) min

1.3. Wewnetrzny szkielet Sepia Officinalis

Szkielet sepii (ang. cuttlebone) jest biologicznie powstalym kompozytem, taczacym w
sobie elementy organiczne z nieorganicznymi. Ostatnimi laty zostato opublikowanych
wiele nowych informacji dotyczacy tego biomateriatu. Dotycza one giéwnie analizy
struktury przestrzennej naszego przedmiotu badan. Wciaz brakuje jednak chemicznych,
ilosciowych 1 jakosciowych badan szkieletu.

Pierwsze badania szkieletu sepii zostaty zapoczatkowane przez Appelléfa (Appellof
1893). Wzglednie dokladny opis struktury tego szkieletu mozna znalez¢ w pracy Naefa
(Naef 1922) i Barskova (Barskov 1973).
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Muszla matwy posiada owalny, dyskowaty i mocno wydluzony ksztalt. Rys. 2
przedstawia zdjgcie calego szkieletu sepii wykonane od strony brzusznej Rys.2a 1

grzbietowej Rys.2b.

Rys. 2 Zdjecie szkieletu matwy. A - strona brzuszna, B - strona grzbietowa

Ze wzgledu na warunki srodowiska, w ktéorym zyje dany osobnik (temperatura,
glebokosc), jego aktywnos¢ oraz inne czynniki, nie mozna okresli¢ sztywnych wartosci dla
takich parametréw, jak: masa szkieletu, jego dtugos¢, szeroko$¢ czy grubos¢.

Muszla matwy wykazuje pewne zréznicowanie w budowie. Dauphin (Dauphin 1985)
wyrdznia w niej:

® czgS¢ grzbietowa,

® (z¢S¢ brzuszna,

® cze$¢ tylna - tzw. rostrum.

Jest to bardzo ogélny podziat. Kazda czg§¢ szkieletu sktada si¢ z kilku warstw i
fragmentow.

Naef (Naef 1922) ustalit ze szkielet matwy jest zlozony z: proostrakum, rostrum,
wyrostka brzusznego, fragmakonu, rurki syfonowej i przegréd. Rys. 3 przedstawia nieco

zmodyfikowany schemat budowy szkieletu sepii zaczerpnigty z Naefa.
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Wyrostek brzuszny

Fragmakon

Rys. 3 Przekréj poprzeczny sepii zaczerpnigty z Naefa (Naef 1922).

Kazda cze$¢ szkieletu posiada charakterystyczna budowe 1 strukturg. Barskov
(Barskov 1973) wykazal, ze przegroda (septum) jest zlozone z nastgpujacych po sobie
warstwy pryzmatycznej, pertowej i drugiej pryzmatycznej. Podobnie jest z czg$cia
grzbietowa sepii. Opis budowy 1 skladu poszczegdlnych warstw znajduje si¢ w rozdziale
1.6.

Birchall i Thomas (Birchall and Thomas 1983) oraz Sherrard (Sherrard 2000) badajac
szkielet wewnetrzny Sepii Officinalis (L) przyporzadkowali mu wysoce uporzadkowana
ztozong struktur¢ utworzong z szeregu powtarzajacych si¢ komor. I to wiasnie strukturze
komorowej przypisuje si¢ bardzo dobre parametry mechaniczne szkieletu. Rys. 4
przedstawia fragment przekroju z czgSci brzusznej po wytrawieniu czgSci mineralnej
zaczerpni¢ty z Sherrard (Sherrard 2000). Widzimy na rysunku wyraznie chitynowe

przegrody potaczone z kolumnami tworzace razem ksztalt tzw. komory.

Rys. 4 Przekrdj szkieletu sepii (po wytrawieniu) zaczerpniety z pracy Sherrard (Sherrard 2000). Dwie
sgsiednie przegrody chitynowe z laczacymi je kolumnami; h- wysoko$¢ kolumny lub szerokos$é
komory, t grubo$¢ przegrody (Sherrard 2000).
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Juz wstegpna obserwacja pozwala stwierdzi¢, ze szkielet sepii posiada bardzo mocna
konstrukcj¢ pomimo faktu, ze jest materialem bardzo lekkim. Szczegétowe badania jego
wiasciwosci strukturalnych i mechanicznych przedstawione sa w pracy Sherrard (Sherrard
2000).

Pewne badania mikrostruktury szkieletu matwy juz zostaly wykonane. Bardzo
ciekawa jest trOjwymiarowa wizualizacja struktury wykonana za pomoca tomografu z
uzyciem promieniowania rentgenowskiego przez Tiseanu (Tiseanu et al. 2005). Oprocz
tego ustalono juz rozmiary wewngtrzne komoér korzystajac z mikroskopu optycznego,
skaningowego mikroskopu elektronowego (Birchall and Thomas 1983) oraz mikroskopu
konfokalnego (Sherrard 2000).

Szkielet matwy tak jak 1 wigkszos¢ szkieletow migczakow sktada si¢ z mineratu i
matrycy organicznej. Boggild zbadal, Zze wszystkie warstwy szkieletu matwy sktadaja si¢ z
aragonitu (Boggild 1930). Price i Hallam (Price and Hallam 1967) przeanalizowali
zawarto$¢ Sr — gtéwnej domieszki aragonitu w sepii.

Matryca organiczna oprécz chityny (Ogasawara et al. 2000) zawiera pewne ilosci
kwasowych biatek, przy czym czg$¢ nierozpuszczalna zawiera ich mniej od rozpuszczalnej
(Dauphin 1996). Drozdova (Drozdova et al. 1971) badala zawarto§¢ aminokwaséw
szkieletu sepia pharaonis, matwy spokrewnionej z Sepia Officinalis. Wedtug niej matryca
nierozpuszczalna zawiera ok. 6% kwasu asparaginowego 1 ok. 8% kwasu glutaminowego a
rozpuszczalna odpowiednio 17% 1 7%.

Biorac pod uwage matryce¢ organiczng szkieletu sepii niezwykle wazne jest znaczenie
chityny podczas tworzenie konstrukcji szkieletu, ktére powinno by¢ szczegétowo poznane.
Trojwymiarowa sie¢ z chityny oplatajaca krysztaty aragonitu tworzy rusztowanie dla calej
konstrukcji szkieletu i wydaje sig¢, ze zapewnia odpowiednie wtasciwosci fizyczne,
rownowage oraz elastyczno$¢ konstrukcji. Struktura szkieletu tworzaca komory,
kombinacja fragmentéw nieorganicznych (warstwy aragonitu) w potaczeniu z chitynowa
konstrukcja ztozona z kolumn 1 przegréd wydaje si¢ gwarantowa¢ mechaniczng stabilnos¢
1 wyp6r hydrostatyczny, czyli ptywalnos¢ szkieletu.

Tréjwymiarowa sie¢ chitynowa uzyskana ze szkieletu sepii (po dekalcynacji) moze
stuzy¢ jako szkielet lub podstawa do natozenia warstw réznych materiatéw. Taki rodzaj
czgSciowo sztucznych 1 wysoko porowatych kompozytéw moze znalez¢ szerokie
zastosowanie w roznych dziatach chemii, medycyny i ochrony $rodowiska np. w katalizie

chemicznej, inzynierii kostnej lub procesach sorpcji.
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Proces odtworzenia w skali laboratoryjnej wiernej kopii struktury szkieletu matwy w
wyniku reakcji jondw krzemianowych w roztworze zasadowym z uzyciem uzyskanej ze
szkieletu tréjwymiarowej matrycy wykonat z powodzeniem Ogasawara (Ogasawara et al.
2000). W procesie uzyskano krzemionke SiO, wbudowana w strukture szkieletu.

Doktadne poznanie i zrozumienie chemicznego sktadu i cech strukturalnych szkieletu
sepii jest kluczem 1 pomostem do uzyskania tak zwanych biologicznie inspirowanych
materialéw (ang. biomimetic materials).

Dotychczasowe badania strukturalne i mikro-strukturalne wykonane na podstawie
zdje¢ mikroskopowych i tomografu, pozwolily ustali¢ mikrostruktur¢ probki nie wnikajac
w jej doktadny sktad chemiczny.

Rozmieszczenie pierwiastkow w poszczegdlnych warstwach szkieletu sepii jest ciagle
niezbyt dobrze poznane i nalezy wykona¢ analizy rozmieszczenia pierwiastkow w celu

doktadniejszego poznania budowy chemicznej poszczegdlnych jego czgsci.

1.4. Rostra Belemnitida.

Rostra to bardzo specyficzne pozostatosci szkieletow zwierzat znajdowanych
czgsto w osadach skalnych i glebach (szczegdlnie w warstwach geologicznych jury i
kredy). Badane w niniejszej pracy okazy sa pozostalosciami glowonogéw
ptaszczoobrostych, (Coleoidea), ktére pojawily si¢ na §wiecie w erze mezozoiku ok. 200
milionéw lat temu, wygingty zas ok. 65 milionéw lat temu pozostawiajac liczne slady
swojej obecnosci.

Rostra zbudowane z we¢glanu wapnia sa wzglednie odporne na zanieczyszczenia z
diagenezy skal wapiennych (Marshall 1992), dlatego ich prébki uzywane sa czgsto do
badan izotopowych uzytecznych w chemicznej stratygrafii rownolegle z ustaleniem
chronologii, temperatury i zasolenia morza pierwotnego w miejscu, w ktérym znajdowano
okazy. Wedlug Veizera zdarzaja si¢ jednak diagenetyczne zanieczyszczenia w poblizu linii
wierzchotkowej 1 mikroztaman prébek oraz w porach pierwotnego materiatu (Veizer
1974), co wptywa na zafatszowanie wynikéw badan.

Belemnitida (belemnity) moga by¢ uwazane za markery (ang. biostratigrafic
markers) dla warstw, w ktorych zostaly znalezione. Charakterystyczne koncentryczne linie
przyrostéw belemnitow sa obiektem zainteresowania specjalistéw od biomineralizacji i

badan klimatycznych.
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Rostra sa wydluzonymi w ksztatcie kuli karabinowej fragmentami wewngtrznego
szkieletu belemnitéw, zbudowanymi z nisko-magnezowego kalcytu (Veizer 1974; Sxlen
1989). Posiadaja regularna struktur¢ z centrum osiowym zwanym linia osiowa i z fatwo
zauwazalnym podstawowym phragmoconem.

Gtéwne rostrum jest ztozone z krysztatéw réznych rozmiaréw, widocznych czgsto
gotym okiem. Ich ksztatt mozna doktadniej okresli¢ pod mikroskopem optycznym. Rys. Sa
przedstawia schemat rostrum zaczerpnigty z Naefa (Naef 1922) a Rys. 5b zmodyfikowany

schemat budowy szkieletu belemnitu: zaczerpnigty z pracy Lukenedera (Lukeneder 2005).
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Rys. 5 Przekrdj szkieletu belemnitu: A - zaczerpnigty od Naefa (Naef 1922); B -zaczerpnigty z
Lukendera (Lukeneder 2005).

Na przekroju poprzecznym prébek cigtych zaréwno wzdtuz jak i w poprzek probek
mozna zaobserwowac bardzo wyrazne strefy przyrostu. Szczegdlnie ciekawy jest przekréj
wykonany prostopadle do linii osiowej probki ukazujacy co$ na ksztalt pierscieni
okrazajacych waska stref¢ wierzchotkowa pokrywajaca si¢ z osia probki. Ta struktura w
postaci charakterystycznych pierscieni uwazanych za przyrosty roczne lub inne okresowe
bardzo przypomina inne badane struktury takie jak: pier§cienie przyrostu drzewa (Nowak

et al. 2005; Kuczumow et al. 1999) i stalagmity (Kuczumow et al. 2005).

15



Wystepowanie na przekroju szkieletu belemnitu koncentrycznych pierScieni
zachgca do analizy mikro-rozmieszczenia pierwiastkow 1 zwiazkow chemicznych
szczegllnie, jesli dostgpne sa odpowiednie sondy pozwalajace uchwyci¢ bardzo maty -
mikrometrowy fragment probki.

Istnieje sporo kontrowersji odno$nie sktadu mineralnego pierwotnego szkieletu
belemnitu. Niektorzy autorzy twierdza, ze jest on zbudowany z czystego kalcytu (Urey et
al. 1951) inn1 sugeruja raczej pochodzenie aragonitowe (Spaeth 1971) a czg$¢ badaczy
uwaza, ze rostra zbudowane sa z Kkalcytu, ktéry podczas diagenezy ulegt
przekrystalizowaniu (Veizer 1974).

Bandel i inni uwazaja, ze rostrum bylo oryginalnie aragonitowe i ulegto podczas
diagenezy przemianie w kalcyt (Bandel et al. 1984). Sa rowniez prace dotyczace
belemnitoéw sugerujace, ze pierwotne rostrum belemnitu sktadato si¢ z obu form weglanu
wapnia - kalcytu i aragonitu (Dauphin et al. 2007)

S@len w swoich badaniach chemicznych pozostatosci belemnitéw twierdzi, ze
rostra zbudowane byly pierwotnie z mato-magnezowego kalcytu a obecnie, jesli si¢ r6znia
od oryginatu to w wyniku zaawansowanej diagenezy (Salen 1989).

Makowski (Makowski 1952) w skatach osadowych w Lukowie wykryt i przebadat
rostra aragonitowe belemnitéw. Dauphin (Dauphin 1987) badata rostra belemnitéw
Aulacocerides o strukturze aragonitowej. Bandel 1 Kulicki réwniez badali aragonitowe
belemnity pochodzace z Polski (Bandel and Kulicki 1988)

Razem =z istotna informacja o sktadzie chemicznym matrycy zostaty
przeprowadzone analizy chemiczne pierwiastkow obecnych w belemnituch za pomoca
sondy elektronowej (Szlen and Karstang 1989; Ditchfield 1997) oraz analizy skiadu
1zotopowego probek (Slen et al. 1996; Veizer et al. 1997 ; Wierzbowski 2002; Podlaha et
al. 1998). Szczegélowe analizy rozktadu pierwiastkbw w poszczegélnych czgsciach

rostrum sg przedmiotem badan prezentowanych w niniejszej pracy.

1.5. Muszle Ammonitida

Pozostalo$ci amonitow — muszle sa skamienialo§ciami przewodnimi, przy pomocy,
ktérych mozliwe jest okreslenie wieku podioza, w jakim si¢ znajduja. Dotychczas odkryto
ok. 2000 rodzajéw muszli amonitéw, zréznicowanych bogactwem form, ksztattow i

ornamentacji (Arkell 1957).
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Rys. 6 Zdjecie optyczne muszli amonitow: A) Kosmoceras ex gr. Spinosum; B) Kosmoceras duncani.

Szkielety wigkszosci amonitdw maja posta¢ stozka skrgconego w plaszczyznie
(Rys. 6). Ksztaltem zewngtrznym przypominaja musze wspotczesnych slimakow, jednak
r6znia si¢ od nich zasadniczo w $rodku, gdzie znajduja si¢ liczne komory poprzedzielane
przegrodami pozwalajacymi na zwigkszenie wytrzymalo$ci mechanicznej muszli.
Charakterystyczna cecha muszli Ammonoidea jest zabkowata budowa $cian zewngtrznych,
co zwigksza wytrzymatos¢ muszli (Young 2002).

Rys. 7 przedstawia zmodyfikowany schemat szkieletu amonitu zaczerpnigty z
Eydena (Eyden 2003). Muszla amonitu sktada si¢ z fragmakonu, komér, przegréd, syfonu i

strefy mieszkalnej stworzenia (ang. body chamber).

Fragmakon

S el N

B —

Komora mieszkalna
(body chamber)

Rys. 7 Zmodyfikowany rysunek przekroju muszli amonitu (Eyden 2003).
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Struktura oraz mikrostruktura amonitéw byta badana glownie za pomoca
mikroskopu optycznego oraz skaningowego mikroskopu elektronowego przez kilku
naukowcow (Kulicki 1975; Birkelund 1967; Erben et al. 1964; Senior 1971; Tozer 1972;
Birkelund and Hansen 1968). Scianki zewnetrzne oraz przegrody w muszlach amonitéw
podobnie jak i innych migczakéw skladaja si¢ z wielu warstw. Dauphin (Dauphin 2002)
badajac mikrostruktur¢ muszli za pomoca mikroskopu sit atomowych wykryta, ze gtéwna
cze$¢ Sciany zewngtrznej muszli amonitu zbudowana jest z cienkiej warstwy perfowej
sasiadujacej z wewngtrzng cienka warstwa pryzmatyczna. Gruba zewngtrzna warstwa
pryzmatyczna charakterystyczna dla innych muszli nie wystgpuje w szkielecie amonitu.
Ptytki warstwy pertowej sa zblizone ksztattem do ptytek pryzmatycznych
charakterystycznych dla gtowonogéw (Dauphin and Denis 1990).

Pierwotnie muszle amonitéw byly zbudowane 2z aragonitu, co mozemy
zaobserwowac badajac dobrze zachowane probki z Lukowa (Dauphin 2002; Kulicki et al.
2007). Zaleznie od warunkéw zewngtrznych w wyniku fosylizacji tworzyly si¢ czasami
formy pirytowe, fosforanowe oraz kalcytowe (Kulicki et al. 2007). Jesli chodzi o zwiazki
organiczne zawarte w muszlach amonitéw to mozemy si¢ domysla¢ ze zawieraja one
chityng oraz pewne biatka. Klug i in. (Klug et al. 2007) twierdzi, ze muszle te pierwotnie
zawieraly konchioling i melaming (sktadnik barwnika wydzielanego przez gtowonoga), ale
nie udaje si¢ tego potwierdzi¢ badaniami ze wzgl¢du na niewielkie mozliwosci przetrwania
tych zwiazkéw. Dodatkowo konchiolina nie jest konkretnym zwiazkiem a tylko zespotem
zwiazkéw, w ktorych sktad moga wchodzi¢ chityna i skleroproteiny wymienione przez
Kluga (Klug et al. 2007). Mimo wszystko udalo si¢ przeanalizowa¢ dobrze zachowane
probki na zawartos¢ niektorych zwiazkéw organicznych.

Analiza zawarto$ci aminokwaséw wykonana przez Dauphin (Dauphin 2002) dla
amonitow z Lukowa pokazala, ze matryca rozpuszczalna muszli jest bogata w glicyng,
alaning i seryng a nierozpuszczalna w proling, glicyng i alaning

Z przytoczonych powyzej rozwazan wynika, ze ciagle bardzo mato jest wiadomo o
sktadzie chemicznym szkieletow amonitéw, a szczegdlnie w ujgciu mikro-analitycznym
ukazujacym rozmieszczenie poszczegdlnych pierwiastkow 1 zwiazkéw w probkach i ich

poszczegblnych warstwach.
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1.6. Budowa szkieletéw migczakow oraz ich mikrostruktura

Budowa i struktura szkieletéw migczakow jest bardzo zréznicowana. W zaleznos$ci od
srodowiska zycia stworzen i funkcji, ktore miaty spetniac ich szkielety stworzenia morskie
wyksztalcily zdolno$¢ tworzenia szkieletow o bardzo zréznicowanym ksztalcie.

Wspdlng cecha wszystkich szkieletow jest ich budowa warstwowa. Sktad mineralny
warstw, ilo$§¢ matrycy organicznej zawartej w poszczegdlnych warstwach 1 ich
mikrostruktura wptywa na ich wilasciwosci fizyczne: ggstos¢, twardo$¢ 1 wytrzymatos¢
mechaniczng. Poszczegdlne warstwy réznia si¢ utozeniem krysztaléw weglanu wapnia
wzgledem siebie, ich forma polimorficzna, ich ksztattem oraz sposobem rozmieszczenia w
nich warstw matrycy organicznej. Rozréznia si¢ nastgpujace struktury warstw szkieletow:
prosta 1 ztozona struktura poprzeczno ptytkowa, prosta i ztozona struktura pryzmatyczna
struktura perfowa, homogeniczna oraz klinowa.

Prosta i ztozona struktura poprzeczno-ptytkowa (Taylor et al. 1969; Dauphin and Denis
2000; Wilmot et al. 1992; Uozumi et al. 1972) sktada si¢ z ptytek uporzadkowanych jak w
sklejce z drewna. W strukturze prostej (Rys. 8a) ptytki sktadajace si¢ z dtugich krystalitow
aragonitowych zorientowanych w tym samym kierunku sasiaduja z ptytkami o odmiennej
orientacji krystalitow. W strukturze ztozonej (Rys. 8b) ptytki przenikaja si¢ wzajemnie w
strukture bardziej ztozona.

Prosta i1 ztozona struktura pryzmatyczna (Cuif et al. 1983; Wainwright et al. 1982)
sktada si¢ z wielokatnych krysztaléw w postaci graniastostupa w postaci kolumnowe;j
aragonitu badz kalcytu (Rys. 8d). Znajduje si¢ zwykle na powierzchni zewngtrznej muszli.
Grubos$¢ warstwy zawiera si¢ w granicach 10-200 um (struktura prosta) i powyzej 200 um
(struktura zlozona). Warstwa organiczna w tej strukturze otacza kolumny W obu
strukturach znajduja si¢ substruktury o rzad wielkosci mniejsze. Pewna odmiang struktury
pryzmatycznej ztozonej jest struktura pryzmatyczna sferolityczna (Rys. 8c).

Struktura perfowa — macica perlowa, (ang. mother of perl) najczgsciej badana i
opisywana (Bevelander and Nakahara 1969; Gregoire 1962; Dauphin 2006) ztozona z
krystalitéw w postaci plaskich tabletek aragonitu o $rednicy 15 um i wysokosci 0,5 um
uporzadkowanych warstwami 1 tworzacych strukturg przypominajaca Sciang z cegiet (ang.
sheet nacre) (Rys. 8e) albo kolumny (ang. columnar nacre) (Rys. 8f). W strukturze tej
znajduja si¢ cienkie warstwy materii organicznej nie grubszej niz 0,3 pum, faczacej badz

cementujacej krystality aragonitu.
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Rys. 8 Struktury wystepujace w szkieletach. A — Zlozona struktura poprzeczno - plytkowa w
Fissurellidea aperta (Chateigner et al. 2000), B — Struktura poprzeczno — ptytkowa w Liota granulosa
(Chateigner et al. 2000), C — Nieregularna struktura pryzmatyczna (sferolityczna ) w Tectus conus
(Chateigner et al. 2000), D —Struktura pryzmatyczna w Cristalia plicata (Kobayashi and Samata 2006),
E - Struktura perlowa (sheet nacre) w Lamprotula aff. Paihoensis (Kobayashi and Samata 2006), F —
Struktura perfowa kolumnowa (columnar nacre) (Chateigner et al. 2000) G — struktura homogeniczna
(Kobayashi and Samata 2006), H — Struktura klinowa w Chlamys vari (Checa et al. 2007)
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Homogeniczna struktura (Rys. 8g) jest zbudowana z bardzo matych granulek aragonitu
o Srednicy 0,5-3um otoczonych matryca organiczng (Wainwright et al. 1982).

Struktura klinowa sktada si¢ z dlugich krysztaléw kalcytu o ksztalcie tat o szerokosci
2-4 um i szerokosci 0,2-0,5 um uporzadkowanych w naktadajace sig¢ na siebie warstwy jak
dachéwka na dachu (Rys. 8h). Kazdy krysztat jest otoczony przez materi¢ organiczng o
grubosci 0,01-0,02 um. Pewna odmiang jest tu struktura klinowa skrzyzowana, gdzie tzw.
faty kalcytu sa uporzadkowane jak w poprzecznej strukturze ptytkowej. Doktadny opis
struktury klinowej znajduje si¢ w pracach Taylora 1 in. (Taylor et al. 1969) oraz Cartera
(Carter 1980).

Z. doktadniejszym opisem poszczegllnych warstw mozna zapozna¢ si¢ W pracy
Wainwrighta 1 in. (Wainwright et al. 1982), skad podziat zostal czg¢Sciowo zaczerpnigty.
Réwniez w pracy Kobayashi i Samata (Kobayashi and Samata 2006) znajduje si¢ dos¢

jasny, chociaz pobiezny opis struktur wystgpujacych w szkieletach matz.

1.7. Sklad chemiczny szkieletéw mieczakow

Szkielety migczakow w zdecydowanej wigkszosci zbudowane sa z weglanu wapnia z
mala zawarto$cia zwigzkéw organicznych tworzacych tzw. matryceg organiczna.
Sama matryca organiczna sktada sig z frakcji, i mozemy ja podzieli¢ na:
® nierozpuszczalng matrycg organiczna,
® rozpuszczalng matrycg organiczna.

Na nierozpuszczalng matryce organiczna sktadaja si¢ w giéwnej mierze chityna
(Dauphin and Marin 1995) oraz r6zne biatka i ich pochodne nierozpuszczalne w wodzie
lub rozcienczonych roztworach kwaséw (Sudo et al. 1997).

W czgsci rozpuszczalnej nie obserwujemy juz chityny, ale moga wystgpowac inne
wielocukry badz pochodne wielocukrow oraz biatka 1 ich pochodne. Przez staba znajomos¢
sktadu matrycy organicznej niektorzy badacze nazywaja ja ogdlnie konchioling (Mutvei
1969)

W szkieletach zewngtrznych, zawartos¢ zwiazkow organicznych jest mata i wynosi
zwykle mniej niz 5% (Zhang and Zhang 2006). Sa to gtéwnie biatka z niewielka iloscia
chityny. W szkieletach wewngtrznych zawarto$¢ matrycy organicznej jest duzo wigksza i
dochodzi nawet do ok. 9-10% w szkielecie matwy, przy czym obserwuje si¢ przewage
chityny nad biatkami (obserwacje autora). Obecnos¢ zwiazkéw organicznych w

skamieniatych szkieletach jest zwykle sladowa, ale wykrywana dzigki bardzo czulym
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metodom. Bierstedt i inni (Bierstedt et al. 1998) wykryli pozostatosci chityny a takze kilku
aminokwasow w probkach skamieniatych stawonogdéw korzystajac z metody Py-GC-MS.
W  skamielinach szkieletow mamy do czynienia gtéwnie 2z dobrze
skrystalizowanym formami mineratéw. Jest to gtdwnie dobrze skrystalizowany weglan
wapnia zawierajacy domieszki ré6znych metali dwudodatnich wbudowujacych si¢ w jego
strukturg. W probkach znajduje si¢ réwniez duzo krzemu i glinu, ktére sa sktadnikami
zwiazkow wtornie zanieczyszczajacych materiat.
Spotyka si¢ réwniez formy spirytyzowane, czyli zawierajace gtdwnie disiarczek zelaza
powstajace w wyniku diagenezy probek. W wyniku diagenezy dochodzi takze w
biomateriale do przemiany polimorficznej. Tak jest w przypadku weglanéw wapnia gdzie
moze zachodzi¢ przemiana aragonitu w kalcyt (Brand 1989).
Strefe¢ nieorganiczna lub mineralng w strukturze szkieletéw nalezy traktowac

umownie, gdyz tak naprawde¢ mi¢dzy krysztatlami znajduja si¢ zawsze zwiazki organiczne.

1.7.1. Weglan wapnia

Weglan wapnia wystgpuje w nastgpujacych postaciach krystalograficznych:
e aragonit o uktadzie rombowym z grupa przestrzennag Pmcn (Wyckoff 1963; De

Villiers 1971) (Rys 9a),

Al

Rys. 9 Rysunki przedstawiajace modele struktury kalcytu (A) i aragonitu (B) przekopiowane za
pozwoleniem z galerii internetowej ,,Intermediate Temperature Solid Conductors” (Gallery).



e kalcyt o uktadzie romboedrycznym (trygonalnym) z grupa przestrzenna R3c
(Wyckoff 1963; Effenberger et al. 1981) (Rys. 9b),

e wateryt o ukladzie heksagonalnym z grupa przestrzenna P6;/mmc (Meyer 1969),

e ikait (Szesciowodny weglan wapnia) — CaCO;3; * 6H,0 o uktadzie jednosko$nym z
grupg przestrzenng C2/c (Dickens and Brown 1970; Hesse et al. 1983),

¢ monohydrokalcyt — CaCOs; * H,O o uktadzie romboedrycznym (trygonalnym) z
grupg przestrzenng P3,21 (Effenberger 1981),

e amorficzny CaCOs.

W naturze, a w szczeg6lnosci w szkieletach bezkrggowcéw weglan wapnia wystepuje
gtéwnie w dwoch najbardziej stabilnych termodynamicznie formach krystalicznych: w
postaci aragonitu i kalcytu, przy czym kalcyt jest forma bardziej stabilng (Jamieson 1953).

Amorficzny weglan wapnia moze wystgpowa¢ w szkieletach migczakéw (Simkiss
1993), ale ze wzgledu na fakt, ze jest bardzo nietrwaty przechodzi szybko w ktéras forme
krystaliczng weglanu (Nancollas 1989; Brecevic and Nielsen 1989).

Niektorzy badacze uwazaja, ze muszle tworzone przez migczaki przechodza przez
formg amorficzna i1 dopiero doroste osobniki wyksztalcaja szkielet w petnej formie
krystalicznej. Weiss i in. (Weiss et al. 2002) wykonali badania in vivo na mtodych
osobnikach malz z zastosowaniem mikroskopu ze spolaryzowanym S$wiattem,
spektrometru IR 1 Ramana oraz mikroskopu elektronowego, ktdre potwierdzity ta tezg.

W pracy Manna (Mann 2001) wymienia si¢ jeszcze wateryt jako skladnik szkieletu
niektérych slimakéw. Wateryt w ilosci okoto 1,5% w szkielecie §limaka stodkowodnego
wykryt réwniez Hasse 1 in. (Hasse et al. 2000). Ze wzgledu na bardzo mata stabilnos¢
termodynamiczng wateryt jest wielka rzadkoscia wsréd biomineraléw (Lowenstam and
Weiner 1989; Lowenstam 1981). Ikaitu i monohydrokalcytu nie spotyka si¢ w
biokompozytach (Fricke and Volcmer 2007).

Nalezy w tym miejscu doda¢, ze muszle migczakéw moga zawiera¢ jedna z form
polimorficznych weglanu wapnia badz kilka w r6znych proporcjach.

Szkielety wewngtrzne glowonogéw: matwy zwyczajnej (Hewitt 1975) oraz muszle
todzika (Dauphin 2006) zawieraja tylko aragonit jako gtéwny sktadnik mineralny. Muszle
konczy (Kamat et al. 2000; Kuhn-Spearing et al. 1996; Menig et al. 2001), niektorych
slimakéw stodko- 1 stonowodnych z gromady brzuchonogéw (Pokroy et al. 2006),

omutkéw (Nystrom et al. 1995) oraz niektérych matz (Zhu et al. 2006) sa prawie cale
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aragonitowe. Ostrygi (gromada: malze) zawieraja obie formy weglanu wapnia w swoim
sktadzie (Taylor et al. 1969; Choi and Kim 2000). Kalcyt jest obecny w zewngtrznej
warstwie pryzmatycznej, a aragonit w wewngtrznej warstwie perlowej. Muszle stuchotek z
gromady brzuchonogéw sa réwniez zbudowane czgsciowo z kalcytu 1 aragonitu (Menig et
al. 2000; Lin and Meyers 2005; Belcher et al. 1998). Stwierdzono réwniez, ze cale
szkielety migczakéw z rodziny przegrzebkowatych (gromada: malze) sa zbudowane z
kalcytu (Owen et al. 2002).

Szkielety migczakow kopalnych zaleznie, od stopnia zachowania zbudowane sg z
materialu pierwotnego badz ulegly przeksztalceniu w wyniku diagenezy. Szkielety
amonitéw byly pierwotnie zbudowane z aragonitu, lecz obecnie znajdujemy formy
kalcytowe 1 pirytowe. Rostra belemnitéw byly pierwotnie kalcytowe lub aragonitowe a

teraz wystepuja jako dobrze skrystalizowany kalcyt.

1.7.2. Pierwiastki wystepujace w szkieletach migczakow

Obecnos¢ réznych pierwiastkéw, szczegdlnie tworzacych dwu-dodatnie jony w
szkieletach migczakéw jest zwigzana z wystgpowaniem weglanu wapnia, zawierajacego
zanieczyszczenia w swojej sieci krystalicznej. Jony te podmieniaja czg¢sto wapn w
strukturze kalcytu badZz aragonitu juz podczas tworzenia si¢ krysztaléw. Kalcyt
zanieczyszczaja najczgsciej jony magnezu a aragonit jony strontu.

W skamieniato§ciach mamy do czynienie z dwoma typami pierwiastkéw:
® wystepujacymi pierwotnie w probkach,
® pojawiajacymi si¢ w wyniku przeobrazania szkieletu (diageneza, fosylizacja).

Pierwiastkami, ktére znajduja si¢ pierwotnie w szkieletach sa: Ca, C, O, S, N, P, CI,
Na. Sa to pierwiastki wchodzace w sklad zwiazkéw chemicznych tworzacych szkielet,
czyli: chityny (C, O, H, N), bialek i ich pochodnych (C, O, H, N, S, P) oraz kalcytu 1
aragonitu (Ca, C, O). W kalcycie 1 aragonicie juz podczas tworzenia szkieletu moga si¢
pojawiac pierwiastki zanieczyszczajace strukturg.

Zanieczyszczeniami w probkach mozemy nazwac pierwiastki takie jak: Si, Mn, Fe,
Zn, K, Na, Cl, Al, S, Na, I, Br, Sr, Mg, przy czym niektére z nich juz pierwotnie
wbudowuja si¢ strukturg kalcytu/aragonitu m. in. Mg i1 Sr. Niektére z tych pierwiastkow
np. Fe, Zn, Mg jako sktadniki enzyméw oraz K, Na, CI, S ptynéw ustrojowych stworzenia

moga réwniez trafi¢ do szkieletu jako zanieczyszczenie pierwotne.
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Obecnos¢ glinu, krzemu wystepujacych gtéwnie w muszlach skamieniatych nalezy
przypisa¢ zanieczyszczeniu muszli przez zewngtrzne czynniki. Weglan wapnia, bardzo
czuly na zakwaszanie Srodowiska moze ulec wyptukaniu a jego miejsce moze zaja¢ inny
mineral, np. krzemian, glinokrzemian lub krzemionka.

Siarka obecna czasami w probkach jest pierwiastkiem wystgpujacym pierwotnie w
biatku zawierajacym metioning 1 cysteing. Wedlug Dauphin szkielety pierwotne
bezkrggowcow zawieraja Sladowa prawie niewykrywalng ilos¢ siarki (Dauphin 2001),
dlatego wigksza jej obecnos¢ w probkach przypisywana jest pozniejszym
zanieczyszczeniom szkieletu. Sugerowana przez Dauphin niska zawartos¢ siarki w
szkieletach jest czasami sprzeczna z wynikami badan innych naukowcéw. Masuda i Hirano
(Masuda and Hirano 1980) wykryt w szkieletach malz ok. 4500 ppm siarki, co jest
wartoscia bardzo duza.

Obecnos¢ duzej ilosci manganu w prébkach skamielin zawierajacych kalcyt stuzy
wedtug niektérych naukowcow jako wskaznik zanieczyszczenia w wyniku diagenezy
(Ditchfield 1997; Veizer and Fritz 1976). wysokie stgzenie zelaza, ktérego réwniez
uwazane jest za wskaznik zanieczyszczenia szkieletéw (Sunderlin 2002).

Przy badaniu szkieletéw nalezy zwrdci¢ szczegdlna uwage rowniez na pierwiastki,
ktéore moga by¢ wskaznikami zasolenia morza oraz wskaznikami temperaturowymi
pozwalajacymi na okreslenie temperatur podczas tworzenia lub przeobrazania si¢
szkieletow. Magnez zaleznie od temperatury otoczenia wbudowuje si¢ w krysztaty
weglanéw z r6zna szybkoscia (McArthur et al. 2007; Rosenthal et al. 1997). Zaleznosci

temperaturowe i paleotemperaturowe beda oméwione w rozdziale 1.8.

1.7.3. Chityna

Poly(N-acetyl-1,4-B-D-glucopiranozoamina), (wzér I) nazywana chityna, jest
polisacharydem ztozonym z monomeréw N-acetylo-D-glukozo-2-aminowych.

Budowa chemiczna chityny jest bardzo zblizona do budowy celulozy. Wymiana
czesci atomoOw tlenu na atomy azotu w strukturze chityny w stosunku do struktury celulozy
powoduje, ze w chitynie wystgpuja duzo silniejsze migdzyczasteczkowe wigzania
wodorowe. Powoduje to wigksza wytrzymato$cia mechaniczng chityny w stosunku do

celulozy oraz tworzenie bardziej skrystalizowanych struktur.
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Wiasciwosci chityny 1 jej zastosowanie byty przedmiotem badan wielu naukowcow
(Rinuando 2006; Revol and Marchessault 1993; Majeti and Kumar 2000; Mogilevskaya et
al. 2006). Nas interesuja przede wszystkim jej wtasciwos$ci mechaniczne, chemiczne i
struktura. Chityna tworzy biate twarde i mato elastyczne struktury.

Chityna obok celulozy i skrobi jest najczgsciej wystgpujacym zwiazkiem
organicznym w przyrodzie. Jest gtéwnym lub przynajmniej bardzo waznym skladnikiem
zewngtrznych szkieletow 1 pancerzy stanowiac czg¢sto ich material wzmacniajacy. Bedac
gtéwnym sktadnikiem nierozpuszczalnej czesci matrycy organicznej stanowi jednoczesnie
konstrukcje-rusztowanie, w ktére wbudowuje si¢ cata struktura mineralna szkieletu.

Chityna moze wystgpowac w trzech réznych formach krystalicznych jako: a- B- 1 y-
chityna (Rudall 1963). Réznice pomigdzy poszczegdlnymi formami chityny sa bardzo
subtelne jednak dzigki analizie dyfraktometrycznej (XRD) mozna je odrézni¢. Wedtug
Rudalla poszczegdlne formy chityny réznia si¢ tylko utozeniem poszczegdlnych
fancuchéw polimerowych w komorce sieciowej. Komoérka sieciowa a-chityny zawiera dwa
przeciwstawne tancuchy, B-chityna jest ztozona z tancuchéw rozmieszczonych réwnolegle,
przez co komorka elementarna zawiera tylko jeden tancuch. y-Chityna posiada komoérke
elementarna zawierajaca 3 fancuchy, z centralnym tahcuchem skierowanym
przeciwstawnie do dwoéch skrajnych.

Szczegétowe badania strukturalne o-chityny mozna znalezé w pracy Carlstréma
(Carlstrom 1957) i Cardenasa (Cardenas et al. 2004) oraz Minke (Minke and Blackwell
1978) a B-chityny u Cardenasa (Cardenas et al. 2004) i Blackwella (Blackwell 1969).

Jang 1 in. (Jang et al. 2004) wykonali kompleksowe badania chityn stosujac
metody: FTIR, TGA, XRD oraz CP-MAS 13C NMR, pozwalajace ustali¢ masy molowe a-
B- 1 y-chityny kolejno na 701 kDa, 612 kDa 1 524 kDa.

Przeglad dostepnej literatury pozwala stwierdzi¢ ze o-chityna jest sktadnikiem:

pancerzy skorupiakéw takich jak: kraby (Minke and Blackwell 1978) i krewetki (Minke

26



and Blackwell 1978; Goodrich and Winter 2007). W gabce morskiej réwniez wykryto o-
chityng (Ehrlich et al. 2007a; Ehrlich et al. 2007b).

Wedtug Jeunieux (Jeunieux 1963) B-chityna jest najbardziej powszechna chityng w
szkieletach migczakéw. B-chityng mozna wykry¢ w szkielecie kalmara (Rzad: Teuthida)
oraz matwy (Ogasawara et al. 2000).

Pozostatosci chityny wykrywa si¢ nawet w szczatkach szkieletow stworzen morskich
majacych wiele milionow lat. Bierstedt 1 in. (Bierstedt et al. 1998) wykryli slady chityny w
skorupie skamienialego stawonoga korzystajac z metody Py-GC-MS.

Flannery 1 in. opracowali specyficzna 1 czula metode iloSciowego oznaczania
zawartosci chityny w skamielinach bazujac na identyfikacji i kwantyfikacji D-
glukozaminy, gtdwnego sktadnika chityny (Flannery et al. 2001). Metoda polega na
hydrolizie wyizolowanego materiatu, specyficznej derywatyzacji monomeréw amino

cukrowych i analizie GC-MS z uzyciem detektora SIM (ang. - Selected ion monitoring).

1.74. ZwiazKi tworzace matryce organiczng szkieletow migczakow.

Studiujac literature czytelnik moze si¢ natkna¢ na ogromna ilo$¢ publikacji
dotyczacych matrycy organicznej w szkieletach migczakow. Poniewaz celem mojej pracy
doktorskiej nie byla petna identyfikacja organicznych sktadnikéw matrycy zagadnienie to
zostanie przedstawione krotko.

Matryca organiczna biomateriatéw weglanowych sktada si¢ w wigkszosci z biatek
(Albeck et al. 1993; Marin and Luquet 2004; Zhang and Zhang 2006) i polisacharydow
(Weiner and Lowenstam 1977). Z polisacharydow zawartych w biomateriatach
weglanowych gléwnym skladnikiem jest chityna opisywana w rozdziale 1.7.3. W
szkieletach migczakéw oprécz biatek réwnie czesto spotyka si¢ glikoproteiny. Dauphin
wykryta obecno$¢ glikoprotein we frakcji rozpuszczalnej ze szkieletow glowonogdw
takich jak: Nautilus, Sepia, Spirula i Loligo (Dauphin and Marin 1995).

Matryce organiczng wedlug wielu naukowcOw tworzy mieszanina biafek,
glikoprotein i polisacharydéw (Wada 1964; Gregoire 1972; Krampitz et al. 1976; Weiner
1979; Samata 1990)

Biatka wchodzace w sktad matrycy mozna podzieli¢ na dwie grupy: rozpuszczalne i
nierozpuszczalne. Biatka rozpuszczalne to wedlug wielu autor6w makromolekuty
kwasowe (biatka i/lub glikoproteiny) (Addadi and Weiner 1985; Crenshaw 1972; Weiner
1979; Weiner and Traub 1984; Nakahara et al. 1980; Hasse et al. 2000; Addadi and Weiner
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1986) obecne w réznych warstwach szkieletéw i majace niebagatelny wplyw na proces
tworzenia si¢ biomineratéw.

Biatka lub glikoproteiny kwasowe obecne w probkach zawieraja duze ilosci kwasu
asparaginowego (Asp) i glutaminowego (Glu) (Weiner and Hood 1975; Samata 1990;
Weiner 1979). Oprécz nich w sktad bialek wykrywanych w szkieletach wchodza
najczesciej: seryna, glicyna, asparagina i alanina (Mann 2001).

Nierozpuszczalna zwykle hydrofobowa matryca organiczna jest duzo gorzej poznana,
poniewaz nastr¢cza duzo trudnosci w wyizolowaniu i w analizie chemicznej. Mimo to
udato si¢ wykry¢ juz kilka biatek z matrycy nierozpuszczalnej. Sudo i in. (Sudo et al.
1997) zidentyfikowali biatko MSI 60 bogate w glicyng i asparaging w strukturze pertowe;j
oraz MSI 31 bogate w glicyng 1 kwas asparaginowy i glutaminowy w strukturze
pryzmatycznej ostrygi japonskie;j.

Poszczegblne warstwy szkieletow i szkielety nalezace do réznych gatunkéw réznia
si¢ zawartoscia poszczegdlnych aminokwaséw w swoim sktadzie. W matrycy organiczne;j
warstwy pertowej szkieletow migczakéw wedlug Nakahary 1 Kakei (Nakahara and Kakei
1983) oraz Weiner i Traub (Weiner and Traub 1984) B-chityna znajduje si¢ pomigdzy
dwoma warstwami bialek bogatych w glicyng i alaning.

Mozliwa, cho¢ rzadko spotykana jest tez obecnos¢ w szkieletach biatek
zawierajacych fosfor (Sikes and Wheeler 1983; Rusenko et al. 1991). Rusenko badajac
muszla ostrygi wykryl, ze jej matryca organiczna skiada si¢ w 90% z réwno-molowych
ilosci kwasu asparaginowego, seryny, i glicyny. A seryna wchodzi w sktad gtéwnie O-
fosfoseryny tworzacej fosfo-proteing, ktérej obecnos¢ jest bardzo rzadka dla szkieletow
mi¢czakow.

Obecnos¢ siarki w probkach moze Swiadczy¢ o obecnosci bialek zawierajacych
cysteing i metioning. Wedlug niektérych autoréw zawarto$¢ tego rodzaju biatek i siarki
generalnie w szkieletach migczakow jest znikoma (Dauphin 2001), a wysoka zawarto$¢
siarki wynika raczej z obecno$ci kwasowych cukréw posiadajacych grupe sulfonowa
(Dauphin 2003, 2006; Crenshaw and Ristedt 1976) lub glikoprotein z ta sama grupa
(Simkiss 1965; Crenshaw 1972)

Oprécz wymienionych grup zwigzkéw w muszlach moga si¢ znajdowac specyficzne
zwiazki, takie jak mukopolisacharydy posiadajace grupg sulfonowa (Simkiss 1965), inne
mukopolisacharydy kwasowe (Crenshaw 1972; Machado et al. 1994), amino cukry
(Degens et al. 1967) oraz lipidy (Beedham 1958).
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Bardzo charakterystyczna jest obecno$¢ w muszlach biatka podobnego sktadem i
strukturg do fibroiny jedwabiu (ang. silk-fibroin protein). Odkrycie obecnosci tego biatka
za pomoca dyfrakcji rentgenowskiej i elektronowej (Weiner and Traub 1980; Weiner et al.
1983a) przyczynito si¢ do wyjasnienia przebiegu procesu biomineralizacji. Biatko to
zawierajace duze ilosci kwasu glutaminowego i alaniny wedtug wielu autoréw znajduje si¢
na granicy migdzy chityng a roztworem, z ktérego wytracaja si¢ krysztaty. Wedlug Levi 1
in. (Levi et al. 1998) biatko to penetruje chityng w szkielecie. Falini 1 in. (Falini et al.
2003) bazujac na tym stwierdzeniu zbadali sposob oddziatywania chityny z tym biatkiem 1
dzigki analizom FTIR i XRD doszli do wniosku, ze biatko to najpierw wchodzi w
przestrzen miedzy plaszczyznami molekularnymi chityny w procesie tzw. interkalacji (eng.
intercalation) a nastgpnie obserwuje si¢ oddzialywania przez grupy acetylowe chityny.

Wykryto wiele r6znych biatek w biomateriatach weglanowych. W warstwie pertowe;j
stuchotki ($§limak) wykryto lustring A (nierozpuszczalng i bogata w cysteing i proling)
(Shen et al. 1997), pearling (Miyashita et al. 2000) i nakreing (Miyamoto et al. 1996) w
warstwie pertowej ostrygi Pinctada fucata, mukoperling w warstwie pertowej Pinna
nobilis (omutek) (Marin et al. 2000), perlucing i perlustring w Haliotis laevigata (Slimak)
(Weiss et al. 2000).

Analiza zwiazkéw organicznych zawartych w  szkieletach glowonogéw
analizowanych przeze mnie byla juz podejmowana (Dauphin 1996, 2006; Drozdova et al.

1971), ale uzyskano tylko przyblizony sktad prébek.

1.8. Teoria tworzenia si¢ szkieletow. Proces biomineralizacji.

Proces biomineralizacji, czyli proces tworzenia mineraléw przez organizmy zywe jest
procesem dos¢ zlozonym 1 nie do konca jeszcze poznanym. Od poczatku lat 70-tych
powstalo wiele prac poruszajacych ten temat. Prawdziwy rozwdj w dziedzinie
biomineralizacji zapoczatkowaly prace Lowenstama (Lowenstam 1981) i Weinera 1 Hooda
(Weiner and Hood 1975), ktérzy zajmowali si¢ badaniami biomineratéw. W 1989 roku
powstaly pierwsze glebsze opracowania Lowenstama i Weinera (Lowenstam and Weiner
1989) oraz Simkissa 1 Wilbura (Simkiss and Wilbur 1989), ktdre nie wyjasniaja jednak
procesu w sposéb niepodwazalny.

Ciekawy jest fakt, ze pewne organizmy wytwarzaja jedna forme¢ polimorficzna
krysztatu a inne druga. Tworzenie kalcytu i aragonit to typowy przyktad tego zjawiska.

Nalezy si¢ zastanowi¢, co powoduje, ze organizm wytwarza konkretny mineral. Tworzenie
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krysztatdw przez organizmy bez watpienia odbywa si¢ za posrednictwem makromolekut
zewngtrzno-komorkowych (Lowenstam 1981) takich jak proteiny 1 polisacharydy.
Wiasciwosci 1 wystgpowanie jednego z polisacharydéw - chityny juz czesciowo
omoéwiliSmy w rozdziale 1.6.3. Jest ona uwazana za rusztowanie, ktére wspotdziatajac z
biatkami tworzy miejsca aktywne do wbudowania krysztatéw weglanu wapnia (Wheeler
and Sikes 1989; Simkiss and Wilbur 1989). Keith 1 in. podwazaja jednak rolg chityny w
biomineralizacji (Keith et al. 1993)

Sam proces biomineralizacji wedtug wielu badaczy zalezy w najwigkszym stopniu
od poliamidéw, glikoprotein, biatek i ich pochodnych, ktére kontroluja i pomagaja w
nukleacji lub przeciwnie blokuja procesy tworzenia si¢ odpowiedniej formy krystalicznej
mineratu (Dauphin 2001; Belcher et al. 1996). Istnieja wskazowki, ze inne od chityny
polisacharydy moga uczestniczy¢ aktywnie w nukleacji 1 przyro$cie krysztatow.

Wigkszos¢ badan dowodzi, ze proteiny lub glikoproteiny obecne w szkieletach
maja charakter kwasowy (Weiner et al. 1983b; Crenshaw 1972; Weiner 1979; Weiner and
Traub 1984) a polisacharydy zawieraja gldwnie grupy sulfonowe 1 karboksylowe (Weiner
1986). Samo sprecyzowanie, ktore zwiazki lub grupy zwiazkéw indukuja a ktére blokuja
nukleacjg i przyrost odpowiednich struktur wymaga bardzo doktadnych badan. W tym celu
najpierw nalezatoby wykry¢ sktadniki chemiczne szkieletu (patrz rozdzial 1.6) i ich
rozmieszczenie a nastgpnie mozna sprobowac stworzy¢ model powstawania biomineratu.

Uwaza sig, ze sam proces tworzenia si¢ mineralow w réznej formie jest seria
procesow kontrolowanych chemicznie lub biochemicznie przez makromolekuty
wymieniane w rozdziale 1.6.4 a znajdujace si¢ w sktadzie tych mineratéw. Chodzi tu
gtéwnie o proces stracania oraz krystalizacji, ktory przebiega w kilku etapach. Mann w
swojej pracy (Mann 2001) przedstawia koncepcje krystalizacji biomineratéw, ktoéra
obejmuje rozpuszczanie si¢ jondw tworzacych minerat w rozpuszczalniku lub ich
przechodzenie do rozpuszczalnika (w tym przypadku jaki§ ptyn ustrojowy organizmu
zywego), przesycenie roztworu, nukleacj¢ krysztalow (czgsto nukleacje zorientowang —
epitaksjg) oraz przyrost krysztaléw. Dwa pierwsze procesy zaleza gléwnie od iloczynu
rozpuszczalnosci odpowiedniej soli tworzacej strukture krystaliczng. Sama nukleacja i
przyrost krysztaléw w odpowiednia formg polimorficzng sa juz bardziej skomplikowane w
takim uktadzie jak zywy organizm.

Poruszajac temat modeli biomineralizacji lub modeli utozenia warstwowego w

poszczegdlnych strukturach szkieletéw trzeba wymieni¢ te najbardziej popularne. Rys. 10a
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przedstawia ulozenie warstw organicznych i nieorganicznych w strukturze perlowej
stuchotki zaczerpnigte z pracy Kato (Kato 2000). Chityna wedtug tego modelu pokryta jest
warstwa hydrofobowego biatka, do ktérego przylacza si¢ z kolei biatko hydrofilowe
tworzac kolejna warstwg. Ostatnia warstwa sktada si¢ ze skrystalizowanego weglanu
wapnia. Dokladniejsza budowg tej samej warstwy w szkielecie stuchotki (Rys 10b)
przedstawil Naka 1 Chujo (Naka and Chujo 2001). Podobny model dla struktury pertowe;j
znajduje si¢ w pracy Lowenstama i Weinera (Lowenstam and Weiner 1989) oraz Manna

(Mann 2001).

A

B -weglan vapnia [ - weglanwa pnia (aragonit )
. i I - bitko hydrofilowe z

Bl -biatka hydrofilowe duza zaw artoscia kwa su
asparaginowego (Asp )

Il - biatka hydrofobowe I -biatkohydrofobowe
(biatkopodobne do

BE -chityna fibr oiny jedwabnika)

Il -g-chityna

Rys. 10 Ulozenie warstw w strukturze perlowej stuchotki. A- wedlug Kato(Kato 2000), B- wedlug Naka
i Chujo (Naka and Chujo 2001).

Falini i in. (Falini et al. 1996) zaproponowali najbardziej wiarygodny model
tworzenia si¢ biomineratéw. B-chityna postuzyta za szkielet konstrukcji, biatko podobne do
widkna jedwabnika (ang. silk-fibroin like protein) (Weiner and Traub 1980; Sudo et al.
1997) tworzytlo warstwg posrednia miedzy hydrofobowa chityna a roztworem
zawierajacym jony weglanowe i wapniowe oraz rozpuszczalne w wodzie makromolekuty
kwasowe uzupelniajace zestaw modelu (Crenshaw 1972; Weiner 1979; Weiner and Traub
1984; Nakahara et al. 1980). W doswiadczeniu uzyto makromolekut wyekstrahowanych z
czesSci aragonitowej 1 kalcytowej szkieletow. Makromolekuty wyekstrahowane z
kalcytowej warstwy indukowaty w tym ukladzie powstawanie kalcytu a z aragonitowe]
aragonitu. Doswiadczenie potwierdzito teorig, ze makromolekuly kwasowe maja gtéwny

wplyw na powstawanie odpowiedniej formy polimorficznej krysztatu.
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Dotychczasowe badania pozwalaja stwierdzi¢, ze proteiny bogate w kwas
asparaginowy powoduja nukleacj¢ krysztalow weglanu wapnia (Weiner 1979) a
makromolekuty bogate w kwas glutaminowy pelnia role w stabilizacji amorficznego
weglanu wapnia lub sa raczej inhibitorami nukleacji jego formy krystalicznej (Aizenberg
et al. 1996). Wedlug Addadi i Weiner (Addadi and Weiner 1985, 1986) glikoproteiny
kwasowe o strukturze B-kartki znajdujace si¢ w szkieletach migczakoéw sa w stanie tak
specyficznie wspotdziataé w roztworze z pewnymi warstwami zawierajacymi np.
dikarboksylany wapnia, ze wywoluje to efekt steryczny powodujacy tworzenie sig
specyficznej formy krystalicznej mineratu.

Znane sa badania pokazujace, ze siarka glownie w formie siarczandéw jest obecna w
miejscu nukleacji krysztatow (Wada 1980; Crenshaw and Ristedt 1975). Wedlug
Crenshawa 1 Reisteda (Crenshaw and Ristedt 1976) oraz Iwata (Iwata 1975) miejsca
nukleacji zawieraja material o duzej gestosci elektronowej, ktéry wigze wapn a matryca
rozpuszczalna zawiera siarkg i mukopolisacharydy kwasowe. Crenshaw (Crenshaw 1982)
uwaza takze, ze to obecnos¢ polisacharydéw posiadajacych grupe sulfonowa przytaczona
do rdzenia biatkowego posiada taka zdolno$¢ wiazania wapnia.

Sulfonowanym polisacharydom czasami przypisuje si¢ bardziej efekt czynnika
hamujacego nukleacj¢ i przyrost krysztatéw niz katalizatora tego procesu (Chen and
Boskey 1985). Addadi i1 in. (Addadi et al. 1987) zademonstrowali model, ktory potwierdza,
ze ligandy sulfonianowe i karboksylowe wspoétdziataja przy kierunkowej nukleacji kalcytu.

Wigcej szczegdtéw na temat biomineralizacji a szczegdlnie kontrolowanej nukleacji
przedstawiono w pracy Nudelmana i in. (Nudelman et al. 2006). W swoich badaniach
autorzy mapowali rozktad grup funkcyjnych na powierzchni pojedynczego krysztatu
(tabletki w strefie pertowej Nautilusa) za pomoca barwnego trawienia. Z ich pracy
wynikalo, ze w samym $rodku tabletki znajduje sig¢ strefa bogata w grupy karboksylowe,
ktora jest otoczona strefa bogata w siarczany. Obie te strefy sa réwniez bogate w biatka
wywolujace nukleacj¢ aragonitu. Wedlug autoréw to wiasnie potaczone wspoétdziatanie
grup karboksylowych w pierwszym stadium i siarczanowych w drugim razem z
odpowiednimi biatkami przyczyniaja si¢ do nukleacji krysztaléw aragonitu w tym
przypadku. W trzeciej strefie na catej dlugosci przyrostu krysztalu rozpoznano grupy
karboksylowe w malym stezeniu a w strefie czwartej (ostatniej) na granicy miedzy

tabletkami grupy karboksylowe 1 siarczanowe zaangazowane w procesie kontrolowanej
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krystalizacji Wedlug autoréw mogtoby to §wiadczy¢, ze po zbudowaniu krysztalu zwiazki
te sa po prostu wypierane na zewnatrz.

Rozpuszczalne w wodzie makromolekuty kwasowe (biatka i/lub glikoproteiny)
obecne w réznych warstwach szkieletow wymieniane przez wielu autoréw (Crenshaw
1972; Weiner 1979; Weiner and Traub 1984; Nakahara et al. 1980; Hasse et al. 2000) maja
bez watpienia duzy wplyw na proces tworzenia si¢ biomineratléw. Uwaza sig, ze oddziatluja
one specyficznie z roztworem i na poziomie komérkowym przyczyniaja si¢ do nukleacji 1
wzrostu krysztatow (Addadi et al. 1987) oraz sa odpowiedzialne za tworzenie sig

konkretnej formy polimorficznej mineratu (Hare 1963).

1.9. Wplyw temperatury otoczenia na stezenie niektorych
pierwiastkow obecnych w biomineratach i skamielinach. Rola jonéw
magnezowych w procesie powstawania aragonitu i kalcytu.

Badajac wplyw srodowiska na procesy biomineralizacji 1 fosylizacji nalezy
uwzgledni¢ zmieniajacy si¢ w zaleznoSci od temperatury sktad chemiczny szkieletow
podczas ich tworzenia. Dotyczy to zawartosci dwuwartosciowych jonéw metalicznych
podstawiajacych wapn w strukturach aragonitu lub kalcytu. Bardzo wazne jest rowniez
rozstrzygnigcie, czy srodowisko (np. temperatura wody) moze wplywaé na wielkoS¢
przyrostu warstw weglanowych szkieletu.

Proba oceny wptywu tych czynnikéw powinna opiera¢ si¢ na precyzyjnym poznaniu
sktadu pierwiastkowego szkieletow oraz ustaleniu stosunkéw zawarto$ci tych
pierwiastkéw do ilosci wapnia - gtéwnego skiadnika struktury. Uzytecznos$¢ ustalonych
stosunkéw bedzie zalezala od tego jak bardzo inne czynniki, takie jak zasolenie i
zanieczyszczenie srodowiska zewngtrznego oraz metabolizm organizméw wytwarzajacych
dane szkielety wptywaja na ich sktad.

Stopien upakowania struktur kalcytowych i aragonitowych powoduje, ze kationy o
srednicy wigkszej od wapnia wnikaja chgtniej w sie¢ aragonitowa a o mniejszej w siec
kalcytowa. W przypadku szkieletow aragonitowych nalezy oczekiwaé¢ w ich strukturze
oprocz Ca domieszek Sr, Pb i Ba. Wszystkie te pierwiastki tworza z weglanami mineraly z
tzw. grupy aragonitowej, charakteryzujacej si¢ struktura krystaliczng o uktadzie
rombowym, i tworza odpowiednio aragonit, strontianit, cerusyt i witeryt (Frye 2002). Duze
podobienstwo omawianych polaczen wplywa na wigksze prawdopodobienstwo zamiany w

strukturach tych czterech pierwiastkdw. Wapn oraz pierwiastki o mniejszej srednicy, takie
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jak Mg, Zn, Fe, Mn i Cd naleza do grupy kalcytowej i tworza kolejno kalcyt, magnezyt,
smitsonit, syderyt, rodochrozyt i otavit (McCauley 2002) o uktadzie romboedrycznym
(trygonalnym).

Wymienione mineraly nie zawierajace wapnia nie wystepuja w szkieletach
migczakéw, ale metale je tworzace tatwo wbudowuja si¢ w sie¢ krystaliczng aragonitu
badz kalcytu. W przypadku biomineraléw tworzonych przez organizmy zywe nalezy brac¢
pod uwage tylko te pierwiastki, ktére z punktu widzenia biologii sa najbardziej
preferowane, dlatego w strukturach aragonitowych nalezy si¢ spodziewa¢ glownie
domieszek Sr** a w kalcytowych - Mg®*. Zmiany stezen w szkieletach takich pierwiastkéw
jak: Pb, Ba, i Cd nalezy przypisa¢ poziomowi zanieczyszczen w wodzie, a Mn i Fe
poziomowi zmian diagenetycznych (Jiménez-Berrocoso et al. 2004).

Wiele wskazuje na to, ze badania chemiczne szkieletow ztozonych z weglandéw
wapnia stworzonych przez organizmy zywe takie jak: korale, gtowonogi i matze moga by¢
uzyteczne w interpretacji zmian klimatycznych zachodzacych w czasach wspoétczesnych i
prehistorycznych. Z naszego punku widzenia najwazniejszy jest poziom magnezu i strontu
w prébkach i na tych dwdéch pierwiastkach nalezy si¢ skupic.

Wymiana jonéw takich jak: Mg”*, Sr** i Ca®* miedzy woda morska i aragonitem w
funkcji temperatury dla nieozywionych prébek =zostata dokladnie przebadana i
szczegOtowo opisana przez Gaetaniego i1 Cohena (Gaetani and Cohen 2006). Informacje
dotyczace wymiany tych jonéw podczas formowania si¢ aragonitu 1 kalcytu w
biologicznych strukturach sa jednak niepelne a czgsto sprzeczne. Care i in. (Carre et al.
2006) uwazaja, ze parametry srodowiskowe maja maty lub wrecz pomijalny wptyw na
stezenie Sr 1 Mg w aragonitowych muszlach matz.

Niemniej jednak wielu autorow uwaza, ze pozostalosci szkieletow migczakow sa
dobrym materiatem do wiarygodnych badan srodowiskowych i paleo-srodowiskowych
oraz dowodzi, ze istnieje zalezno$¢ miedzy temperatura, w ktérej organizm ros$nie i
pierwiastkowym skladem ich muszli (Freitas et al. 2006; Schifano 1982; Klein et al.
1996b; Wansard 1996). Jeszcze wigcej badan jest poswiecono koralowcom i zaleznosciom
ich sktadu pierwiastkowego od temperatury tworzenia (Beck et al. 1992; de Villiers et al.
1994; Linn et al. 1990; Mitsuguchi et al. 1996).

Biorac pod uwage¢ wyniki analiz zawartosci takich pierwiastkéw jak: Mg, Sr, Mn,
U, B, Cd oraz izotopu tlenu '*0 w szkieletach weglanowych, takich jak korale (Sinclair et

al. 1998; Mitsuguchi et al. 1996; de Villiers et al. 1995), szkielety belemnitéw (Urey et al.
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1951; McArthur et al. 2007; McArthur et al. 2000; Rexfort and Mutterlose 2006) i
szkielety innych migczakoéw (Rosenthal et al. 1997; Dwyer et al. 1995; Lear et al. 2000)
ustalono zalezno$ci wiazace temperaturg powstawania szkieletow ze sktadem chemicznym
prébek. Skiad jest przy tym wyrazany jako stosunek molowy wymienionych pierwiastkéw
do wapnia lub stosunek izotopéw '*0/'°0. Omawiane zaleznosci staja sie wskaznikami
chemicznymi okreslajacymi temperatur¢ powierzchniowa morza (ang. sea surface
temperature SST) oraz temperaturg glebin morskich (ang. deep-water temperature). Jesl
badaniu poddamy szkielety stworzen kopalnych, to dodatkowo mozemy sprébowac¢ ocenic¢
zmieniajace si¢ warunki klimatyczne w czasach prehistorycznych, w ktérych zyty
wymienione stworzenia.

Do obliczen temperaturowych w przypadku szkieletow kalcytowych zastosowano juz
wczesniej sugerowang zalezno$¢ molowa Mg/Ca a aragonitowych - Sr/Ca (Klein et al.
1996a, 1996b; Klein et al. 1997).

Wiarygodne wydaja si¢ by¢ rozwazania dotyczace korali. Mitsuguchi (Mitsuguchi et
al. 1996) 1 Wei (Wei et al. 2000) wyprowadzili wzory liniowe do obliczenia temperatury

wody (wzor II 1 IIT) na podstawie zmian zawarto$ci magnezu w koralach
10° Mg/Ca=1,15 + 0,129%t(°C) II)
t(°C)=(-14,13%0,31) + (8,8460,068)*10° Mg/Ca (111)
Analiza szkieletow réznych gatunkéw planktonu, doprowadzita do wyprowadzenia
zaleznosci temperaturowej wigzacej stosunek molowy Mg/Ca z temperatura. Lear 1 in.

(Lear et al. 2002) wyprowadzili wzér dla rodziny Cibicidoides — wzo6r IV a Rosenthal 1 in.

(Rosenthal et al. 1997) dla gatunku C. floridanus — wzér V. Ogdlnie sa to wzory

ekspotencjalne.
Mg/Ca = 0,867+0,049exp(0,109+0,007* t(°C)) av)
t(°C) = 22,7 log(Mg/Ca) — 3,05 V)
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Wansard w swojej pracy (Wansard 1996) wyprowadzit zalezno$¢ stuzaca do obliczania
temperatury na podstawie zmian stosunku molowego Mg/Ca u ostrygi stodkowodnej

Cyprideis tornosa (wz6r VI).

t(°C)=3,3+ 1971 * (Mglca)Cyprideis tornosa (VD

a Dwyer (Dwyer et al. 1995), dla ostrygi z Pliocenu (ok. 47 tys. lat) (wzér VII).

t(°C)= (0,854 * Mg/Ca) — 5,75 (VID)

Wszystkie przytoczone wzory dotycza stosunku molowego Mg/Ca. Charakterystyczne jest,
ze mimo uzycia tych samych parametréw, wzory te sa rozbiezne. Jedne przedstawiaja
funkcje liniowe, inne ekspotencjalne, a wyprowadzone stale sa zawsze rézne. Problem
wymaga prawdopodobnie szerszego zestawienia takich skal geochemicznych, poréwnania
krzywych w pewnym zakresie parametrow 1 ustalenia, czy nie byloby mozliwe
wyprowadzenie krzywych uniwersalnych.

W badaniach szkieletéw pojawiaja si¢ réwniez takie zaleznosci, jak "C/'*C -
zalezne w gléwnym stopniu od proceséw metabolicznych stworzenia (Rexfort and
Mutterlose 2006), a takze Ba/Ca 1 F/Ca ktore nie sa jednak powigzane ze zmianami
temperaturowymi podczas tworzenia si¢ szkieletow (Rosenthal et al. 1997). Zaleznos¢
zmian stosunku U/Ca w funkcji temperatury jest watpliwa (Wei et al. 2000) a zalezno$¢
Na/Ca uznawana jest za wskaznik zasolenia wody (McArthur et al. 2007; Jiménez-
Berrocoso et al. 2004; Rosales et al. 2004)

Kolejne zagadnienie, ktére nalezy poruszy¢ to wptyw stezenia dwuwartoSciowych
kationéw, takich jak Mg®* i Sr*™ w érodowisku krystalizacji na zawarto$¢ tych
pierwiastkéw w muszli.

Jednym z mechanizméw wybidrczego powstawania aragonitu, najczesciej
sugerowanych przez autor6w jest obecnos¢ w srodowisku krystalizacji inhibitoréw
powstawania kalcytu (Levi et al. 1998) takich jak magnez. Obecno$¢ magnezu sprawia, ze
jony weglanowe i wapniowe buduja sie¢ aragonitowa (Weiss et al. 1976; Wilbur and
Bernhardt 1984; Giles et al. 1995). Regulacja polimorfizmu kalcyt/aragonit zalezy gtownie
od stgzenia jondw magnezu w Srodowisku stracania 1 nukleacji (Weiss et al. 1976; Wilbur

and Bernhardt 1984; Giles et al. 1995). Stosunek molowy Mg/Ca wedlug wielu
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naukowcow (Falini et al. 1994; Davis et al. 2000; Wang et al. 1999) wptywa na nukleacjg i
wzrost krysztalu weglanu wapnia 1 decyduje, ktéra forma polimorficzna weglanu
powstanie. W wodzie morskiej, Srodowisku zycia 1 miejscu tworzenia wapiennych
szkieletow przez organizmy, stosunek molowy Mg/Ca wigkszy niz 2 mmol/mol prowadzi
do powstawania aragonitu a mniejszy niz 2 kalcytu (Stanley and Hardie 1998; Stolarski et
al. 2007). Kitano 1 in. uwazaja, ze graniczny stosunek molowy Mg/Ca wynosi 4 (Kitano
and Hood 1962; Kitano et al. 1969). W geologii wystgpuja pojgcia ,,morze aragonitowe” 1
,morze kalcytowe”, ktére sa zwigzane z mozliwoscia tworzenia przez organizmy morskie

w takich morzach szkieletow wytacznie aragonitowych lub wylacznie kalcytowych.

1.10. Procesy fosylizacji zachodzace w probkach. Diageneza
biomateriatow

Mowiac o diagenezie lub procesie skamieniania nalezy najpierw wspomnie¢ o
tafonomii, czyli nauce zajmujacej si¢ badaniem losu szczatkéw organicznych organizméw
od chwili ich $mierci az do powstawania posmiertnych zespotéw, ktére mozemy
obserwowa¢ w wykopaliskach w postaci ré6znych skamielin. Pojgcie tafonomii wprowadzit
do $wiatowej nauki rosyjski naukowiec Efremov (Efremov 1940). Tafonomia bada wptyw
czynnikéw biologicznych (rozktad ciata, bioerozja, bioturbacja), fizycznych (transport,
erozja mechaniczna) oraz chemicznych (diageneza) na zachowanie si¢ szczatkow
organicznych 1 ich fosylizacj¢ oraz powstawanie posmiertnych zespoléw — nekrocenoz
(Raup and Stanley 1984). Na Rys. 11 mozemy zobaczy¢ schemat blokowy zaczerpnigty z
McRobertsa (McRoberts 1998) pokazujacy etapy przemiany szczatkéw organizméw w

skamieling.

Smieré

Natychmiastowe
pogrzebanie szczatek

Diageneza » Skamienialosé

Opéznione pogrzebanie
szczatek

Opdznione pogrzebanie szczatek
Rozklad hiologiczny

Tafonomia

Rys. 11 Schemat blokowy przemiany szczatek stworzenia w skamienialo$¢ zaczerpniety z McRobertsa
(McRoberts 1998).
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W niniejszej pracy zwrécimy szczegdlna uwage na proces fosylizacji, czyli jeden z
ostatnich etapow wystepujacych podczas przeobrazania sig¢ szczatkOw organizmow.

Proces skamienienia — fosylizacja jest sumg procesOw chemicznych 1 fizycznych,
ktérym ulegaly martwe organizmy lub ich szczatki do przemiany w forme¢ skamieniala.

Fosylizacja zachodzi w wyniku proceséw substytucji, czyli podstawienia materiatu
pierwotnie wystepujacego w szczatkach przez skladniki z otoczenia (Srodowiska
wystgpowania) probki. Mamy do czynienia najczgsciej z procesami:

® pirytyzacji,

e kalcytyzacji,
e sylifikacji,

e karbonizacji,
¢ dolomityzacji,
e fosforytyzacji.

Procesami, ktérym ulegly prébki przez nas badane sa: pirytyzacja, sylifikacja i
kalcytyzacja, dlatego tylko one zostana tutaj pobieznie oméwione.

W przypadku, gdy mamy do czynienia ze szczatkami, ktére juz pierwotnie byly
mineralne lub czgSciowo mineralne proces skamienienia moze dotyczy¢ podstawienia
tylko czgsci organicznej probki przez otaczajacy sktadnik. Procesy fizyczne i chemiczne
zachodzace na granicy prébka-srodowisko moga spowodowaé réwniez, ze mineralny
sktadnik probki pierwotnej ulegnie wymianie na inny. Mozliwa jest tutaj réwniez
przemiana polimorficzna jednej odmiany mineralu w drugi, bez zmiany skfadu

chemicznego.

1.10.1. Pirytyzacja

Pirytyzacja, jedna z bardziej pospolitych form mineralizacji szczatkéw zwierzgcych
(Hudson 1982; Striimer and Bergstrom 1973; Briggs et al. 1991) jest procesem
zastgpowania pierwotnej substancji chemicznej, budujacej czgsci twarde lub migkkie
organizmu, przez piryt (FeS,) w czasie fosylizacji (Ryka and Maliszewska 1982).

Piryt zwykle tworzy powloki okrywajace pierwotny material stworzen badz
czesciowo lub catkowicie podmienia ich pierwotnie twarde czgsci. Tak jest w przypadku
szkartupni 1 trylobitow (Conway Morris 1986) oraz amonitow.

Pirytyzacja moze zachodzi¢ podczas rozktadu materii organicznej w beztlenowym i

redukujacym $Srodowisku wodnym (Grimes et al. 2001). Wedtug Rickarda powstawanie
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pirytu moze zachodzi¢ poprzez reakcje siarczku zelaza z siarkowodorem (reakcja 1)
wytwarzanym przez organizmy redukujace siarczany lub rozkladajace zwiazki organiczne
zawierajace siarke, takie jak bialka zawierajace cysteing i metioning oraz polisacharydy
zawierajace grupg sulfonowa (Rickard 1997).

FeS (aq) + CO; + H,S — FeS, + HCOOH 1)
Wedlug Goldhabera 1 in. (Goldhaber et al. 1977) oraz Raiswella i in. (Raiswell et al. 1993)
pirytyzacja w szczatkach zwierzgcych zachodzi w dwoch etapach. Pierwszy polega na
utlenieniu materii organicznej przez bakterie redukujace siarczany(VI) (wystgpujace
powszechnie w Srodowisku umartego stworzenia) z wydzieleniem jonu HS™ (reakcja 2).

SO4> + 2CH,0 — HS™ + HCO5™ + H,CO;3 2)

CH,0 - symboliczny wzdr materii organicznej

a drugi na wytraceniu disiarczku zelaza z powstatego jonu HS™ oraz jonoéw zelaza Fe*
obecnych w Srodowisku (reakcja 3).

2HCO; + Fe’* + 2HS™ — Fe$S; + 2H,CO; A3)

Zaktada sig, ze piryt podczas krystalizacji wytraca si¢ najpierw w postaci
mikrokrystalicznej a nastgpnie przechodzi w posta¢ framboidalng lub polikrystaliczna
(Sawtowicz 2000; Garcia-Guinea and Martinez-Frias 1998)

Jony zelaza Fe®* powstaja w wyniku sprzezonej reakcji redukcji Fe(ITT) i utlenienia
wegla organicznego (reakcja 4) lub wodoru wydzielajacego si¢ w warunkach
beztlenowych podczas rozkladu materii organicznej (Nealson and Saffarini 1994) przez
bakterie (Lovley 1991).

CH,O + 4Fe(OH); — HCO;™ + 4Fe** + TOH™ + 3H,0 “)

1.10.2. Kalcytyzacja

Proces kalcytyzacji polega na mineralizacji szczatkdw z utworzeniem krystalicznego
weglanu wapnia w postaci aragonitu, kalcytu lub wysoko-magnezowego kalcytu (reakcje 5
16).

Ca’ + HCO; + OH — CaCOs + H,0 (5)

Mg”* + HCO3 + OH — MgCO; + H,0 (6)
Gtéwnymi czynnikami determinujacymi proces kalcytyzacji jest st¢zenie jondéw wapnia,
ci$nienie czastkowe tlenku wegla (IV), pH oraz temperatura otaczajacego Srodowiska.
Wszystkie wymienione warunki sa ze soba powigzane. Generalnie caty proces kalcytyzacji
wiaze si¢ z obiegiem dwutlenku wegla (system kwasu weglowego (Frisia 2000)) i wapnia

w przyrodzie.
39



Obecnos¢ jonéw HCOs3;  w $rodowisku krystalizacji weglanéw wapnia i magnezu jest
zwiazana z rozpuszczaniem tlenku wegla (IV) w wodzie i1 dysocjacja kwasu weglowego
(reakcje 71 8) .

CO; + H,O — H,CO;3 ©))

H,CO; + H,0— HCO; + H;0" 3
Staby kwas weglowy jest bardzo waznym czynnikiem kontrolujacym rozpuszczalnos¢
mineratow weglanowych w  $srodowisku naturalnym. Rozkiad materii organicznej
powoduje zwigkszenie produkcji dwutlenku wegla, ktéry dobrze rozpuszcza si¢ w wodzie
z utworzeniem kwasu weglowego. Zwigkszenie aktywnos$ci kwasu weglowego powoduje z
kolei zwigkszenie rozpuszczalno$ci utworzonego weglanu wapnia (reakcja 9)

CaCO; + H,CO; — Ca’ + 2HCO5 9)
Jony wapnia 1 magnezu biorace udzial w krystalizacji pochodza zwykle z rozktadu
twardych czegséci stworzen takich jak szkielety oraz kosci. Duze ilo$ci wapnia i magnezu
znajduja sie réwniez w czg¢s$ciach migkkich organizmdéw i podczas ich rozktadu przechodza
do srodowiska reakcji.

W tym miejscu nalezaloby oméwic jeszcze przemiany polimorficzne, jakie moga
zachodzi¢ w weglanach wapnia podczas kalcytyzacji. Szkielety morskie najczesciej
zbudowane z aragonitu lub wysoko-magnezowego kalcytu w warunkach panujacych
naturalnie w litosferze szybko ulggaja przemianie w kalcyt. Rys. 12 przedstawia diagram
fazowy weglanu wapnia zaczerpnigty z Dzika (Dzik 2003). Nalezy dodac, ze przemianie

tej sprzyja rowniez obecnos¢ stodkiej wody o malej zawarto$ci magnezu.
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Rys. 12 Wykres faz krystalicznych weglanu wapnia zaczerpniety z Dzika (Dzik 2003).
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1.10.3. Sylifikacja

Sylifikacja, czyli skrzemionkowanie lub skrzemienienie w przypadku skat
osadowych jest to proces polegajacy na przenikaniu roztworu krzemionki do wolnych
przestrzeni w skale drobnoziarnistej, np. wapieniach lub do szczatkoéw organicznych, np.
drewna, szkieletéw migczakow itp. Sylifikacja moze si¢ odbywac albo przez stracanie sig
krzemionki w porach skaty lub jaki§ pozostatosci paleontologicznych, np. szkieletow, lub
dzigki catkowitemu wyparciu pierwotnego materialu i zastgpieniu go krzemionka.
Sylifikacja jest najczgstsza forma skamieniania ze wzgledu na powszechne wystgpowanie
Si w srodowisku (Kolditz 1994). Duza odpornos¢ mechaniczna i chemiczna struktur
krzemionkowych réwniez sprzyja zachowaniu si¢ krzemionek w strukturze skamielin
(Liber-Madziarz and Teisseyre 2000).

Obecnos¢ grup hydroksylowych w strukturze zhydrolizowanej krzemionki réwniez
ulatwia tworzenie wigzan z hydrofilowymi polimerami wystgpujacymi w naturalnych
materiatach (Legrand 1999). Wysyceniu materialu krzemionka sprzyja wysoka
temperatura, duza wilgotno$¢, osady bogate w krzemionk¢ i wodg oraz niskie pH
otoczenia. Zrédtem krzemionki uczestniczacej w procesie sylifikacji moga by¢: zwietrzaty
materiat wulkaniczny (Siever 1957), woda morska, wietrzejace skalenie 1 biotyt
(Krauskopf and Bird 1999).

Uwalniane w wyniku réznych procesow chemicznych kwasy humusowe i
dwutlenek wegla powodowaty lokalne obnizenie si¢ pH ponizej 7 1 warunkowatly
wytracanie si¢ koloidalnej krzemionki z bogatych w nig roztworéw. W wyjatkowych
przypadkach kwasy 1 gazy organiczne mogly powodowa¢ wietrzenie skaleni i biotytu oraz
ich przeksztatcenie w materiaty ilaste. Skutkiem tego bylo uwolnienie krzemionki lub
kwaséw krzemowych jonéw potasu i nieuwzglednionych w uproszczonym rdéwnaniu
(reakcja 10) weglanéw, tlenkéw i wodorotlenkéw Zelaza i manganu (Krauskopf and Bird
1999). Glin oraz inne kationy tréjwartosciowe ograniczaja stopien rozpuszczania
krzemionki poprzez zwigkszenie jej koagulacji. Koloidalna krzemionka straca sig, przy

sladowych ilosciach jonoéw glinu (Okamoto et al. 1957)

2KAISi30g + 11H,0 — 2K* +20H" + Al,Si,05(OH), + 4H,Si0,  (10)
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Omawiajac procesy kalcytyzacji i sylifikacji nalezy réwniez zwroci¢ uwage na
wzajemne przenikanie si¢ krzemionki 1 weglanow wapnia w probkach skamielin. Zjawisko

jest to spowodowane zmieniajacym si¢ odczynem srodowiska.
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Rys. 13 Zmiany rozpuszczalno$ci kalcytu, aragonitu, wysoko-magnezowego kalcytu i krzemionki w
zalezno$ci od pH Srodowiska. Wykres zaczerpniety z Dzika (Dzik 2003).

Rys. 13 zaczerpnigty z Dzika (Dzik 2003) przedstawia zmiany rozpuszczalnosci
aragonitu, kalcytu, wysoko-magnezowego kalcytu i krzemionki w zaleznosci od pH
otoczenia. Wida¢, ze zmiana pH w kierunku zasadowym powoduje zwigkszenie
rozpuszczalnosci krzemionki a kwasowym rozpuszczalnosci weglanow.

Konsekwencja tego jest duze zanieczyszczenie weglanami prébek pierwotnie

krzemionkowych i odwrotnie duze zanieczyszczenie krzemem probek weglanowych.
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2. Cele pracy doktorskiej

Gléwnym celem niniejszej pracy jest okreslenie sktadu chemicznego oraz struktury w
skali mikro i makro biomaterialu - wewnetrznego szkieletu Sepia Officinalis (L) oraz
skamielin weglanowych - rostréw belemnitéw: Hibolites sp., Belemnella sp. i Belemnitella
sp. Oraz muszli amonitu Kosmoceras duncani. Pelna identyfikacja sktadu oraz ustalenie
rozmieszczenia w badanych materiatach zwiazkéw nieorganicznych i organicznych
pozwoli w przyszio$ci na syntez¢ podobnych kompozytowych struktur zachowujacych
jednoczes$nie chemiczne i fizyczne cechy oryginatu albo struktur zmodyfikowanych o
ulepszonych i1 z gory zdefiniowanych wilasciwosciach. Ponadto informacje o rozktadzie
chemicznym pierwiastkéw w skamielinach moga by¢ wykorzystywane do odtwarzania

warunkow paleosrodowiska i tworzenia oraz weryfikowania skal paleo-temperaturowych.

Celem niniejszej pracy jest rOwniez optymalizacja warunkow analizy badanych probek,
wypracowanie metodologii oraz ocena mozliwosci 1 ograniczeh poszczegdlnych metod
mikro-analitycznych przy analizie materiatéw kompozytowych pochodzenia naturalnego.
Jest to problem bynajmniej nie trywialny, poniewaz ze wzgledu na ograniczenia

aparaturowe wiele podobnych materialéw jest stabo poznanych.
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3. Czg¢s¢ doswiadczalna
3.1. Opis probek
3.1.1. Pochodzenie badanych prébek

Probki szkieletow matwy zwyczajnej

Matwa zwyczajna (Sepia Officinalis) zasiedla obszary wod morskich u wybrzezy
europejskich i afrykanskich (Rys. 14a) (www.fao.org). Probki szkieletéw matw badane w
niniejszej pracy zostaly pozyskane z okazéw zlowionych na Morzu Srédziemnym u

wybrzezy Pétwyspu Iberyjskiego na potudnie od Barcelony (Hiszpania) (Rys. 14b)

‘ Francja

Barcelon

Hiszpania

Rys. 14 Obszary wystepowania matwy zwyczajnej (Sepia Officinalis) w wodach europejskich
zaznaczone Kolorem czerwonym (www.fao.org) (a) oraz miejsce, z ktérego pochodza prébki badane w
niniejszej pracy (b).

Probki skamienialto$ci. Rostra belemnitow i muszle amonitow

Najwigksze populacje belemnitéw przypadaja na okres Jury i Kredy (Tab. 1). W
tych czasach lad byt podzielony na dwa obszary Gondwany i Laurazji. Przesuwanie si¢
kontynentéw powodowalo stopniowa migracje zyjacych przybrzeznie migczakow.
Skutkiem tego jest wystgpowanie skamielin - pozostatosci m. in. belemnitéw i amonitow
na réznych szerokoSciach geograficznych. Rys. 15 przedstawia mapy obszaréw
wystgpowania belemnitéw w okresie Jury (Rys. 15a) oraz Kredy (Rys. 15b). Wystgpujaca

w Jurze faung podzielono na zimnolubna Prowincj¢ Borealna (ang. Boreal Realm)
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obejmujaca potnocne regiony pétkuli pétnocnej oraz cieptolubng Prowincje Tetydzka
(ang. Tethyan Realm) obejmujaca reszt¢ Swiata. W kredzie pojawila si¢ kolejna prowincja

(ang. Austral Realm).

/

"x“PrOWinCiél Prowincja
Borealna—  Tetydzka .

Prowincja  Prowincja py,
Borealna Tetydzka | A
. / / :

owincja
straijjska

Rys. 15 Relacje pomiedzy prowincjami belemnitow: A) kimerydyjskich (Jura P6zna - ok. 155,7 (+ 4,0)
mil. lat; B) aptyjsko-albijskich (wczesna Kreda — ok. 125 — 112 mil. lat) zgrupowanymi na obszarach
Gondwany i Laurazji wedlug Stevensa (Stevens 1971, 1973).

Wystgpowanie amonitéw byto analogiczne do belemnitéow w Okresie Jury 1 Kredy. Probki
wystgpujace w Polsce i w Europie Srodkowo-wschodniej cigzko sklasyfikowaé do
konkretnej prowincji, poniewaz obszary te znajduja si¢ na pograniczu strefy borealnej i
tetydzkie;j.

Probki badane przeze mnie w niniejszej pracy pochodza z trzech regionéw. Z Jury
Krakowsko Czgstochowskiej, z Pogdrza Roztoczanskiego 1 z Kasimova (okolice Riazania,
Rosja). Do analizy wybrano rostra pochodzace z 3-ch gatunkéw belemnitow:

o  Hibolites,
® Belemnitella,
® Belemnella,
oraz muszle amonitéw z gatunku:

e Kosmoceras duncan.
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Probka rostrum belemnitu Hibolites sp. zostala uzyskana z osadu z wieku Oxfordu
(154-157 mil lat temu) z diagenetycznie zanieczyszczonych skal wapiennych z Jury
Krakowsko — Czgstochowskiej. Czg$¢ rostrum z tej lokalizacji uleglto czg$ciowej
sylifikacji. Probka rostrum belemnitu Belemnitella sp. réwniez pochodzi z Jury
Krakowsko-Czg¢stochowskiej, ale z osadu pochodzacego z wieku Kelowej (ok. 164 + 4
mil. lat temu). Prébka rostrum belemnitu Belemnella sp. pochodzi z Pogoérza
Roztoczanskiego (okolice Zwierzynca) z okresu P6znej Kredy, wieku Kampan (ok. 83,5 +
0,7 mil lat temu) z osadéw kredowych. Probka muszli amonitu Kosmoceras duncani
pochodzi z Kasimova. Jej wiek jest datowany na ok. 161-164 mil lat i pochodzi z wieku

Kelowej (Jura Srodkowa).
3.1.2. Metodyka przygotowania probek do analizy

Probki szkieletow Sepia Officinalis.

Szkielety wewngtrzne matw zostaly wycigte z ciala stworzenia i bardzo
intensywnie wymyte najpierw w wodzie destylowanej, potem wyptukane kolejno w 2%
roztworze chloranu (I) sodu i1 po raz drugi w wodzie destylowanej. Cate probki szkieletow
zostaly nastgpnie wysuszone na powietrzu i pocigte prostopadle do linii osi szkieletow w
cienkie plastry o grubosci ok. 2mm, z ktérych wycinano graniastostupy o réznych
rozmiarach do pomiaréw mikro-analitycznych oraz obserwacji mikroskopowe;j.

Probki do termicznej analizy grawimetrycznej i proszkowej analizy dyfrakcyjnej
(XRD) zostaly przygotowane poprzez sproszkowanie wysuszonych fragmentow
szkieletéw w mozdzierzu. Bezposrednio przed analiza termiczna w celu pozbycia sig
wilgoci sproszkowane probki zostaly jeszcze raz wysuszone tym razem w suszarce w
temperaturze 40° C przez 2 h. Do analizy dyfrakcyjnej, ktorej celem byla ocena orientacji
krystalitow w ptaszczyznie prostopadtej 1 réwnoleglej do ptaszczyzny przegréd (ang.
Septum) przygotowano prébki ze strefy brzusznej o rozmiarach ok. 10x10x5 mm’,
odstaniajace poszczegdlne ptaszczyzny.

Przed analiza elementarng FAAS i ICP-AES sproszkowane probki szkieletu matwy
zostaly poddane mineralizacji. Mineralizacje wykonano roztwarzajac 1 g probki najpierw
w5 cem’ stgzonego kwasu azotowego. Nastgpnie odparowano tlenki azotu i rozpuszczono
probki w 2M kwasie solnym. Tak zmineralizowane probki przeniesiono ilosciowo do kolb
miarowych o pojemnosci 100 cm’ i rozciefczono woda dejonizowana. W kazdym
przypadku wykonano Slepa probg.
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Probki do spektrofotometrycznej analizy w podczerwieni (FTIR) metoda
transmisyjng zostaly przygotowane w postaci przezroczystych pastylek o srednicy 16mm.
Sproszkowana probke o masie Smg wymieszano doktadnie z 250g bromku potasu i catos¢
sprasowano w specjalnej prasie.

Analizy mikroanalityczne z zastosowaniem sondy elektronowej, sondy protonowe;j
1 sondy ramanowskiej wykonano dla probek o rozmiarach 2x5x5 mm wycigtych skalpelem
ze strefy brzusznej szkieletu.

W przypadku analiz EPMA 1 PIXE probki zostaty przed pomiarem przyklejone do
stolika pomiarowego. Do pomiaru mikro-ramanowskiego i pomiaru pod mikroskopem IR
wystarczyto potozenie prébki na szkietku mikroskopowym. Poniewaz prébki szkieletu
wycinano tuz przed pomiarem nie wykonywano zadnych dodatkowych operacji w celu
oczyszczania przygotowanych plaszczyzn. Prébki matwy nie byly szlifowane przed
pomiarem, poniewaz sg porowate i bardzo kruche po przecigciu.

Zdjecia za pomoca elektronéw wstecznie rozproszonych od probek przekroju
szkieletu sepii zostaly wykonane na dwa rdézne sposoby. Probke nie poddawana analizie
elementarnej pokryto grafitem. Probka, ktéra byla analizowana na zawartos¢ wegla nie

byla powlekana zadna warstwa przewodzaca.

Probki skamielin belemnitow i amonitow

Probki skamielin belemnitéw i amonitéw do mikroanaliz przy pomocy sond i
obserwacji mikroskopowych przygotowano w postaci uniwersalnych preparatow
polerowanych wzorujac si¢ na preparatyce opracowanej dla nieprzezroczystych mineratow
i skal (Bolewski and Zabinski 1979). Prébki rostréw belemnitéw zostaty uzyskane poprzez
wyciecie waskich plastréw o grubosci ok. 2mm z cz¢sci rostrum solidum kilka milimetréw
za stozkowym wglebieniem (ang. alveolus) zwierajacym czgsci komorowe szkieletu
(fragmakon). Probki cigto prostopadle do linii czolowej (ang. apical line) szkieletow.
Zaleznie od egzemplarza do pomiaréw mikroanalitycznych trafity probki o $rednicy od
6+-16mm. Do obserwacji mikroskopowej i analiz pobierano takze fragmenty rostrum
cavum belemnitu réwniez przecig¢te poprzecznie do swojej osi. Dla prébek amonitow
przygotowano zglady w podobny sposéb. Uzyskano w ten sposéb cienkie plasterki o
grubosci ok. 2 mm réwnolegle oraz prostopadte do ptaszczyzny symetrii muszli amonitu.
Probka wycigta réwnolegle do ptaszczyzny symetrii pozwolila na analize przegréd i

scianki zewnetrznej muszli, a prostopadle tylko na analiz¢ S$cianki zewngtrznej muszli.
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Niektére probki belemnitéw oraz amonitéw po przecigciu poddano rowniez szlifowaniu z
zastosowaniem tlenku cyrkonu lub tlenku krzemu.

Prébki belemnitéw 1 amonitdw przeznaczone do proszkowej analizy dyfrakcyjnej
(XRD) oraz analizy termo-grawimetrycznej i dalszej obrobki zostaty zmielone w mtynku
automatycznym MM200 z komora cyrkonowa firmy Retsch. Po kazdej operacji mielenia
komorg mtynku czyszczono dwutlenkiem krzemu cz.d.a.

Probki skamieniatosci do analizy spektrofotometrycznej w podczerwieni przygotowano
analogicznie jak probki sepii, w postaci przezroczystych pastylek.

Mineralizacje probek belemnitéw poddanych analizie AAS wykonano stosujac
recepturg Pinty (Pinta 1977) z zastosowaniem stgzonych kwaséw siarkowego, azotowego i
solnego. Metoda ta pozwolita na wydzielenie 1 separacj¢ nierozpuszczalnej krzemionki z

probek. Do mineralizacji pobierano probki o masie 1g.
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3.2. Metody analityczne i aparatura pomiarowa

W moich badaniach skupilem si¢ gltownie na doktadnym poznaniu skiadu i

mikrostruktury szkieletow. W tym celu przeprowadzilem szereg obserwacji

mikroskopowych oraz analiz chemicznych oraz fizykochemicznych. Byty to:

1.

Obserwacje za pomoca stereoskopowych mikroskopéw optycznych oraz mikroskopéw
elektronowych.

Analizy ilosciowe pierwiastkow przeprowadzone za pomoca absorpcyjnego
spektrometru atomowego z atomizacja pierwiastkbw przy pomocy palnika
acetylenowo-tlenowego (FAAS) oraz spektrometru emisyjnego ze wzbudzeniem
plazmowym (ICP-AES).

Analizy mikro-rozmieszczenia pierwiastkow (tzw. skany liniowe 1 mapy rozktadu) w
probkach a réwnoczes$nie analizy poétilosciowe pierwiastkéw przeprowadzone za
pomoca skaningowego mikroskopu elektronowego metoda EPMA.

Analizy rozmieszczenia pierwiastkow za pomoca metod, w ktérych zastosowano rézne
wigzki do wzbudzenia promieniowania charakterystycznego pierwiastkow.
Zastosowano metody z uzyciem promieniowania synchrotronowego (SRIXE),
promieniowania rentgenowskiego z lampy molibdenowej (XRF), oraz wiazki protonéw
(PIXE).

Analizy jakosciowe, ktorych celem bylo wykrycie 1 identyfikacja zwiazkow
organicznych obecnych w badanych prébkach z wykorzystaniem spektrofotometrii w
podczerwieni z zastosowaniem transformacji Fouriera (FTIR) oraz spektrometrii
Ramana.

Analizy mikro-rozmieszczenia zwiagzkow chemicznych z zastosowaniem spektrometrii
Ramana. Mapy rozktadu wykonano na podstawie pikéw charakterystycznych dla grup
funkcyjnych obecnych w zwiazkach znajdujacych si¢ w probkach. Analizy iloSciowe z
zastosowaniem termowagi.

Analizy ilo$ciowe z zastosowaniem analizatora pierwiastkow tworzacych zwiazki lotne
(CHN).

Analizy strukturalne probek za pomoca dyfraktometrii rentgenowskiej (XRD) oraz

spektrometrii Ramana i spektrofotometrii w podczerwieni.
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3.2.1. Mikroskopia optyczna

Obserwacja optyczna probek prowadzona przy pomocy mikroskopéw optycznych
byta zwykle pierwszym etapem analizy biomateriatéw i skamielin. Dzigki zastosowaniu
duzych powigkszen mogtem doktadnie wybrac¢ interesujace 1 reprezentatywne fragmenty
probek przed wykonaniem analizy chemicznej. Dla badanych fragmentéw préobek
obserwowanych przez mikroskop czgsto stosowatem zestawienia wynikéw chemicznych z
morfologia, czyli wygladem zewngtrznym prébek. Wstepna obserwacje badanych prébek
oraz wykonanie zdje¢ w powigkszeniu byto mozliwe dzigki zastosowaniu:

e stereoskopowego mikroskopu optycznego MSZ2000T z dotaczonym aparatem
cyfrowym Nikon Coolpix 4500, mikroskop byl wyposazony w oswietlacz
swiattowodowy dwuramienny,

e stereoskopowego mikroskopu optycznego marki Leica sprzgzonego ze
spektrometrem ramanowskim inVia (Renishaw),

e stereoskopowego mikroskopu optycznego Eclipse 50i marki Nikon

sprzgzonego z kamera CCD DS-2MBWc.

Do analizy zdje¢ wykorzystano program analizy obrazu Micro Image 4.0 (Media
Cyberenetics). Do obrébki i naktadania warstw wykorzystano program Paint Shop Pro 7.0
(Jasc Software Inc.).

Zeby oceni¢ stopien zanieczyszczenia prébek przez materie organiczna w niektérych
przypadkach stosowano do obserwacji mikroskopowej s$wiatto UV, wywotujace
luminescencje¢ probek badz filtry usuwajace ze Swiatla biatego niektére zakresy dtugosci

fal, migdzy innymi $wiatlo czerwone i niebieskie.

3.2.2. Mikroskopia elektronowa

Obserwacja préobek za pomoca mikroskopu elektronowego réwniez nalezata do
standardowo przeze mnie stosowanych metod wstepnej oceny probek. Zdjecia
mikroskopowe uzyskane w wyniku rejestracji elektronéw wstecznie rozproszonych od
probek zostaty wykonane przy pomocy skaningowego mikroskopu elektronowego (SEM)
LEO 1430 VP (Leo, Austria) z detektorem wstecznie rozproszonych elektronéw — QBSD
(Leo) w pracowni mikroskopii skaningowej Katolickiego Uniwersytetu Lubelskiego Jana

Pawta II. Na zdjeciu (Rys. 16) jest zaprezentowany widok zewngtrzny tego mikroskopu.
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Rys. 16 Skaningowy mikroskop elektronowy Leo 1430 VP. A) Komora pomiarowa wraz z
oprzyrzadowaniem. B) Detektor EDS Rontec Si(Li) dotaczony do urzadzenia.

Zdjecia probek amonitéw wykonano za pomoca skaningowego mikroskopu elektronowego
HITACHI S-4000 w pracowni Instytutu Nauk Geologicznych, Uniwersytetu

Jagiellonskiego w Krakowie.

3.2.3. Metody oparte na wzbudzeniu i detekcji charakterystycznego

promieniowania rentgenowskiego pierwiastkow

Metody analityczne oparte na wywotaniu 1 detekcji charakterystycznego
promieniowania rentgenowskiego pierwiastkéw moga nam dostarczy¢ informacji zaréwno
ilosciowych, jaki i jakoSciowych. Efekt w postaci emisji wtérnego promieniowania
rentgenowskiego moze by¢ wywolany poprzez bombardowanie prébek natadowanymi
czastkami elementarnymi (elektrony, protony), jonami lub wysokoenergetycznymi
fotonami (promieniowanie X i y). Zaleznie od stosowanej wiazki mozemy metody
stosowane w niniejszej pracy podzieli¢ na:

e analize¢ z zastosowaniem wiazki elektronéw (EPMA - ang. Electron Probe
Microanalysis),

e analizg z zastosowaniem wiazki rentgenowskiej wygenerowanej w synchrotronie
(SRIXE — Synchrotron Radiation Induced X-ray Emission ),

e analiz¢ z zastosowaniem wiazki rentgenowskiej emitowane] przez lampg
rentgenowska (XRF — ang. X-Ray Fluorescence),

e analizg¢ z zastosowaniem wiazki protonéw (PIXE — ang. Proton Induced X-ray

Emission).
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Dzigki zaawansowanym technikom skupiania wiazek wzbudzajacych mamy
mozliwos¢ uzyskania wigzek nawet o srednicy ponizej lum. W takich przypadkach
pomiary przeprowadza si¢ dla mikrometrowych fragmentéw prébek. Dodatkowo
zastosowanie stolika mikrometrycznego sprzg¢zonego z urzadzeniem pozwala zmienia¢ w
trakcie pomiaréw potozenie probki przynajmniej w dwoéch kierunkach xy. W ten sposéb
stwarza si¢ mozliwos¢ analizy rozmieszczenia pierwiastkow w probece. Urzadzenia w ten
sposOb wykonane mozemy zastosowac jako tzw. sondy pomiarowe a wymienione metody
opisywac¢ z przedrostkiem mikro jako p-SRIXE, p-XRF, p-PIXE. Nalezy podkresli¢
istotne réznice w dynamicznych analizach z uzyciem wymienionych wiazek
wzbudzajacych. O ile dla wiazek elektronéw i1 protonéw mozna stosowaé uktady
odchylajace oparte na optyce elektromagnetycznej (a opcjonalnie stosowac ruchomy stolik
przy wiazce nieruchomej), to dla wiazek mikro-rentgenowskich nie ma wyboru i musimy
korzysta¢ wytacznie z ruchomego stolika.

Zastosowanie sond w niniejszej pracy podyktowane bylo ich bardzo duza
skutecznoS$cia przy badaniu wszelkich materialow biologicznych (Torok et al. 1998; Miiler
et al. 2002; Hryniewicz and Rokita 1999) i skamielin (Nowak et al. 2005). Zaleznie od
probek, a konkretnie od lokalizacji pierwiastkéw w prébkach, wybieramy do pomiaréw
analize¢ punktowa, gdy prébka jest jednorodna, skan liniowy w przypadku, gdy widoczne
sa zmiany w jednym kierunku probki, np. radialne zmiany w postaci pierscieni na
przekroju poprzecznym w belemnituch oraz $cianki i1 przegrody obecne w muszli
amonitéw. Opcja mapowanie byta wybierana, gdy mieliSmy do czynienia z prébkami o
dwuwymiarowym rozktadzie pierwiastkow lub, gdy chcieliSmy szczegdlnie uwypukli¢
roznice w budowie materialu. W przypadku analizy szkieletu matwy wykonano réwniez
analizg tréjwymiarowego rozkladu pierwiastkéw wykrytych w prébkach.

Mikroanaliza z zastosowaniem sondy elektronowej (EPMA)

Analiza pierwiastkéw i ich rozmieszczenia w probce zostata wykonana z uzyciem
mikrosondy elektronowej (ang. EPMA — Electron Probe Microanalysis) LEO 1430 VP,
(pracownia KUL) wyposazonej w detektor EDS Rontec Si(Li), z rozdzielczos$cia energii
180 eV, mierzonej dla linii MnKa.. Aparat umozliwia uzyskanie energii wiazki od 15 do
25 keV. Rozdzielczos¢: wzgledem osi X, y maksymalna 3 nm, Srednica wiazki elektronow
Ium. Maksymalne powigkszenie prébki 600000 X. Analizy przeprowadzono w prézni. Do
lepszego odprowadzenia tadunku z powierzchni prébek, zalecanego szczegdlnie do

badania probek nieprzewodzacych (Watt 1985) zastosowano foli¢ przewodzaca firmy Agar
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Scientific. Przy pomiarach napigcie przyspieszajace zostalo ustawione na 20 keV a
nat¢zenie 0,7 nA. Parametry pracy mikrosondy optymalizowaliSmy w ten sposéb, aby
mozliwa byla detekcja mozliwie najwigkszej ilosci pierwiastkéw w prébkach a szczegélnie
pierwiastkéw lekkich - wegla i tlenu - niemozliwych do wykrycia za pomoca innych sond
powodujacych emisj¢ charakterystycznego promieniowania X. Gléwnym parametrem,
ktéry zmieniano podczas analizy byt czas pomiaru przypadajacy na analizowany punkt.

Do pomiaru probek szkieletu sepii (przekrdj poprzeczny) wybrano opcje
mapowania dla wszystkich wczesniej wykrytych w analizie wstgpnej pierwiastkow, czyli
dla Br, Na, C, Ca, Fe, Sr, P, S, Al, Cl, K i Mg. Pomiary wykonano dla kilku
reprezentatywnych fragmentéw probki. W celach poréwnawczych rejestrowano obraz
probki uzyskany za pomoca elektrondw wstecznie rozproszonych tych miejsc, dla ktérych
przeprowadzono analiz¢ rozkladu pierwiastkbw. Do graficznej obrobki wynikéw
wykorzystano program Micro Image 4.0.

W przypadku prébek belemnitow parametry pomiaru zoptymalizowano tak, aby
uzyska¢ mozliwie najwigksza ilos¢ pierwiastkow ze szczegdlnym uwzglednieniem
pierwiastkow lekkich, ktérych nie mozna wykrywa¢ za pomoca innych sond. Natg¢zenie
pradu wiazki ustawiono na 0,7 nA. Do analizy belemnitu zostala wybrana opcja skanu
liniowego, ze wzgledu na symetrie kotowa probek. Poniewaz badany belemnit posiadat
srednicg¢ rzedu 67 mm, dlugos¢ kroku zostata ustawiona na 50 pum, aby pozwoli¢ na
rejestracje wszystkich waznych szczeg6téw na powierzchni probki w rozsadnym czasie.
Wykonano réwniez zdjgcia wykorzystujac zjawisko wstecznego rozproszenia elektrondw
od prébki, aby mozliwe bylo poréwnanie wynikow chemicznych z morfologia probek. Ze
zdjecia SEM wzdluz drogi skanu EPMA wytyczono profil optyczny dzigki programowi
Micro Image 4.0.

Analiz¢ rozkladu pierwiastkéw na przekrojach szkieletu amonitu wykonano w
pracowni Instytutu Nauk Geologicznych, Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie za
pomoca skaningowego mikroskopu elektronowego HITACHI S-4000 wyposazonego w
detektor EDS Noran Vantage (ING). Do pomiaréw wybrano najpierw charakterystyczne
punkty znajdujace si¢ na przegrodzie i Sciance zewngtrznej muszli. Po uzyskaniu wyniku
przeprowadzono mapg rozktadu pierwiastkow wykrytych za pomoca sondy. Réwnolegle
zrobiono zdjgcia z zastosowaniem zjawiska wstecznego rozproszenia elektronéw od probki

dla badanych obszaréw.
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Mikroanaliza z zastosowaniem sondy rentgenowskiej ze zrédlem synchrotronowym
(n-SRIXE)

Analiza zawartosci pierwiastkbw w probce belemnitu Hibolites sp. zostala
wykonana na linii XRF 1B2 White w Pohang Light Source, Potudniowa Korea. Wykonano
obrazowanie radiograficzne prébek (ang. radiographic imaging) oraz skany liniowe p-
XRF. Przechodzac z jednej formy eksperymentu do kolejnego dokonano zmiany wiazki 1
uktadu do jej ogniskowania. Zdjecia z kontrastem fazowym zostaly wykonane metoda
rozproszenia (ang. refraction enhanced), obrazowanie z wiazka ciagta. Wiazka padata na
probke a promienie X rozproszone od probki zarejestrowano na krysztale scyntylacyjnym
grubosci 0,25 mm, wykonanym z CdWQ,. Obraz uzyskany w ten sposéb zostat z kolei
przekonwertowany do zdjgcia optycznego i zarejestrowany na kamerze CCD za pomoca
uktadu optycznego o powigkszeniu 10-krotnym. Otrzymano w ten sposéb zdjecie
dwuwymiarowe z rozdzielczo$cia 0,5 pm

Uproszczony schemat do tego pomiaru znajduje si¢ na Rys. 17. Pomimo tego, ze
srednica badanego belemnitu wynosita tylko ok. 6 mm, probka byta za duza zeby dokonac
analizy w jednym cyklu pomiarowym. Prébke przesuwano stopniowo do nowej pozycji
przed mikrowiazke przez przy pomocy ukladu przesuwu sterowanego za pomoca

komputera.

Synchrotron

Q Obiektyw mikroskopu

%- & -l

Monochromator Uktad Probka
wielowarstwowy  ogniskujacy

Krysztat

scyntylacyjny Komputer

Rys. 17 Schemat linii synchrotronowej do pomiar6w XRF w Pohang. Linia XRF 1B2 White.

Zdjecia zarejestrowano oddzielnie dla kolejnych fragmentéw probki i za pomoca
programu graficznego (Paint Shop Pro) ztaczono je w calos¢ oraz przekonwertowane do
skali szaroSci.

W pomiarach fluorescencji rentgenowskiej zastosowano wiazke
zmonochromatyzowana za pomoca podwdjnego monochromatora wielowarstwowego
W/B4C firmy Osmic. Wiazke synchrotronowa skupiono do rozmiaru 2.0x0.7 pm® za

pomoca systemu optycznego Kirkpatrick-Baez. Préobke przy pomiarze przesuwano za
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pomoca wczesniej opisanego systemu przesuwu. Do pomiaru wybrano opcj¢ skanu
liniowego z przesuwem wzdtuz linii $rednicy przekroju belemnitu. Opcja skanu zostata
wybrana z powodu duzej symetrii probek. Skan wzdluz promienia prébki belemnitu
pozwalal na uzyskanie maksymalnej ilosci informacji w minimalnym czasie. Wybrano
dtugos¢ kroku pomiaru wynoszaca 50 um, co umozliwilo ukonczenie pomiaréw w
rozsadnym czasie bez utraty waznych informacji o rozkladzie pierwiastkOw na
powierzchni prébki.

Do analiz mikrofluorescencyjnych i mikrodyfrakcyjnych prébki Belemnella sp.
pochodzacej z Roztocza zastosowano sondg rentgenowska z synchrotronowym zrédlem
promieniowania rentgenowskiego w osrodku laboratoryjnym LURE (Laboratoire pour
I'Utilisation du Rayonnement Electromagnétique) w Orsay — Paryz. Mikroanalize
fluorescencyjna wykonano na linii XRF D15 odchodzacej z pierscienia DCI. Szczegéty
techniczne oraz parametry pracy tego urzadzenia przedstawione sa w pracach Chevalliera i
in. (Chevallier et al. 1996) oraz Dillmana i in. (Dillman et al. 1997). W analizie liniowej
przekroju belemnitu zastosowano czas pomiaru 100 s na punkt. Krok analizy wynosit
odpowiednio 10 pm dla strefy srodkowej oraz 100 um dla strefy zewngtrznej rostrum.

Analizy SRIXE szkieletu sepii wykonano w instytucie Hasylab w Hamburgu przy
uzyciu linii synchrotronowej L, odchodzacej z pier§cienia DORIS III. Schemat calej linii

wraz z oprzyrzadowaniem przedstawia Rys 18.

Detektor Si(Li)

Mikroskop z
kamerg CCD

Doris Il

Stolik H
5 Kapilara szklana Monochromator
na probke P wielowarstwowy
Szczelina Ni/C

Ekran
fluorescencyjny

Rys. 18 Schemat ukladu fluorescencji rentgenowskiej (ang. micro-XRF - Fluorescence) na
synchrotronowej linii L (DORIS III) w Hamburgu

Wiazka promieniowania rentgenowskiego, opuszczajaca pier§cien synchrotronowy

DORIS III jest monochromatyzowana przy pomocy krysztalu z naniesiona wielowarstwa

55



Ni/C. Po przejsciu przez regulowang szczeling wiazka jest nastgpnie kierowana do kapilary
szklanej skupiajacej wiazke do Srednicy ok. 15um.

Do analizy ta metoda wybrano fragment szkieletu sepii zawierajacy dwie sasiednie
przegrody polaczone kolumnami. W tym przypadku wykonano mapg rozkladu
pierwiastkéw wykrytych podczas analizy na obszarze 1000 x 180 um. Przesuw stolika
ustalono na 15 pm, jednakowy wzdluz osi x oraz y. Do pomiaru wykorzystano wiazke¢ o
energii E=17keV. Dla kazdego punktu widma byly zbierane w czasie 15s. Poniewaz
intensywnos$¢ promieniowania pochodzacego z pierScienia synchrotronowego zmienia si¢
w czasie, wyniki dla kazdego pomiaru zostaty znormalizowane. W tym celu wyliczone
intensywnos$ci dla kazdego pierwiastka zostaty podzielone przez chwilowa intensywnos$¢
wiazki.

Mikroanaliza z zastosowaniem sondy rentgenowskiej (u-XRF)

Mikroanaliz¢ szkieletu Sepia Officinalis przeprowadzono réwniez przy uzyciu
konwencjonalnego spektrometru fluorescencji promieniowania rentgenowskiego,
zaprojektowanego 1 wykonanego w laboratorium IAEA (Migdzynarodowa Agencja Energii
Atomowej) w Seibersdorf, Austria. Fotografi¢ urzadzenia przedstawia Rys. 19.
Spektrometr zbudowany jest z generatora promieniowania rentgenowskiego - lampy
rentgenowskiej (anoda Mo) o mocy do 3 kW, Umaks. 60 kV, detektora Si(Li)
(powierzchnia okienka 80 mm?2, grubo$¢ 3 mm, okienko berylowe 12 um (grubosc),
rozdzielczos¢ energetyczna 160 eV dla 5.9 keV), krzemowego detektora dryfujacego
SDD1 (10 mm?2, grubos¢ 450 um, okienko berylowe Be 8 um, rozdzielczo$¢ energetyczna
135 eV przy 5.9 keV), krzemowego detektora dryfujacego SDD2 (10 mm?2, grubos¢ 300
um, rozdzielczos¢ energetyczna 170 eV przy 5.9 keV), mikroskopu optycznego z kamera
CCD, laserowego czujnika odleglosci, rgcznie regulowanego uchwytu na polikapilarg
szklang (przesunigcie xy 1 1 odchylenie y$ x¢), sterowanego stolika na prébki (translacja
Xyz i rotacja 0) z komputerowym systemem sterujacym i rejestrujacym dane.

Pomiary przeprowadzono przy mocy 2 kW 1 napigciu 45 kV. Natezenie pradu lampy
rentgenowskiej przy pomiarach wynosito 40 mA. Wszystkie pomiary przeprowadzono w

powietrzu.
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Rys. 19 Fotografia spektrometru pu-XRF zaczerpnieta za pozwoleniem z pracy Wegrzynka i in.
(Wegrzynek et al. 2008): (1) lampa rentgenowska, (2) detektor Si(Li), (3) krzemowy detektor dryftowy
1 (SDD1), (4) SDD2, (5) mikroskop optyczny, (6) laserowy czujnik odleglosci, (7) uchwyt dla
ogniskujacej polikapilary szklanej zamontowany do lampy rentgenowskiej, (8) uchwyt pozycjonujacy
dla detektora SDD1 i polikapilary PCCC, (9) uchwyt pozycjonujacy do prébki.

Aby uzyska¢ przestrzenny obraz rozktadu pierwiastkOw probke szkieletu Sepia
Officinalis umieszczona w spektrometrze przesuwano w trzech kierunkach. Prébke
zamocowano na drucie przy pomocy kleju i ustawiono w ten sposéb do pomiaru, aby
przegroda (septum) po pomiarze probki znalazta si¢ w §rodku rozktadu tréjwymiarowego.
Probke przesuwano wzdtuz osi X z krokiem 20,85 pm, osi Y z krokiem 22,47 pm oraz

wzdtuz osi Z z krokiem 20 pm. Czas pomiaru wynosit 20 s na punkt.

Rys. 20 Zdjecie geometrii elementéw do pomiaru konfokalnego zaczerpnigte za pozwoleniem z pracy
Wegrzynka i in. (Wegrzynek et al. 2008): (1) — uchwyt PC, (2) polikapilara PCCC z zamontowanym
uchwytem do detektora SDD1 (3) ustawiona przed okienkiem detektora Si(Li) (4), mikroskop optyczny
(5), ramka z zamontowang probka (6). Kierunki skanowania: x- poziomy ( przy uzyciu
zamontowanego pionowo druta), y- pionowy (przy uzyciu druta zamontowanego poziomo), F- wzdluz
ogniskowanej wigzki, z — wzdluzny (przy uzyciu folii Cu).

Rys. 20 przedstawia szczegéty geometrii konfokalnej zastosowanej podczas
omawianego pomiaru. Na rysunku zaznaczono kierunki skanowania: X — poziomy, y —
pionowy i z - wzdluzny w kierunku mikroskopu, F — wzdluz kierunku wiazki
ogniskowanej przez polikapilarg.
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Probka amonitu poddano réwniez analizie przy pomocy u-XRF, ale poniewaz
wchodzacy w sktad probki piryt charakteryzuje si¢ duza ggstoScia, zrezygnowano z
pomiaru tréjwymiarowego, a wykonano analiz¢ powierzchniowa fragmentu muszli, na
ktorym widoczna byta dobrze zachowana przegroda muszli. Pomiar zostat
przeprowadzony na obszarze 2100 x 450 um z krokiem 15 pm wzdtuz osi x i 50 um
wzdtuz osi y. Czas pomiaru dla punktu wynosit 20 s.

Wybrane linie spektralne z w widm zostaly scatkowane za pomoca programu:
Spector (Data Acquisition Software, Mladen Bogovac). Wyniki dla analizowanych
pierwiastkéw zostaly nastgpnie wyeksportowane w postaci plikow tekstowych, ktére
przekonwertowano do postaci trojwymiarowej za pomoca programu Avizo 5.0 (Mercury
Computer Systems). Za pomoca tego programu przygotowatem roéwniez wizualna
prezentacje wynikow w postaci materiatu filmowego.

Mikroanaliza z zastosowaniem sondy protonowej (p-PIXE)

Do pomiaréw p-PIXE (ang. Micro-Particle Induced - X-Ray Emission) zostala
zastosowana sonda protonowa zainstalowana w Instytucie Fizyki Jadrowe; im. H.
Niewodniczanskiego w Krakowie, bazujaca na akceleratorze typu Van der Graafa. Optyka
do ogniskowania wiazki protondéw jest wyposazona w parg magnetycznych soczewek
kwadrupolowych (nazywanych z ang. “Divided Russian Quadruplet”). Szczegdty
dotyczace budowy aparatury 1 jej parametrow pracy sa omowione w pracach Lebed 1 in.
(Lebed et al. 1999; Kwiatek et al. 2001). Rys. 21 przedstawia schemat sondy PIXE (Lebed
et al. 1999).

W omawianej metodzie probka jest mocowana nieruchomo do uchwytu
pomiarowego a sruby mikrometryczne w dwoch wymiarach xy stuza do przesuwu probek
przed pomiarem. Uginana dzigki zmianie napigcia na magnesach wiazka protonéw o
srednicy minimalnie 8 pm i energii 2+2,5 MeV pozwalala przemiata¢ obszar prébki o
powierzchni 250pum x 250um. Za pomoca sondy PIXE przeanalizowano prébki amonitu,
matwy oraz belemnitu gatunku Belemnitella sp. pochodzacego z Jury Krakowsko-

Czgstochowskiej.
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Rys. 21 Schemat sondy PIXE (bez akceleratora Van der Graffa) wedlug Lebeda (Lebed et al. 1999): (1)
- stél, (2) —zawér zasuwowy, (3) — szczeliny, (4) — otwoér, (5) — szczelina, (6) — kolimator katowy, (7) —
soczewki kwadrupolowe, (8) — dwuwymiarowy system skanowania, (9) — komora pomiarowa, (10) —
kamera CCD, (11) — detektor, (12) — mikro-manipulator potaczony z uchwytem probek, (13) — pompa
proézniowa .

Podczas pomiaru powierzchni przekroju poprzecznego szkieletu sepii poddano
analizie obszar o maksymalnej powierzchni 250 pum x 250 pum, $rednica wiazki protonéw
wynosita 8 um a krok pomiaru ustawiono na 2 pm dla obu osi (xy). Energia protonow
wiazki wynosita 2 MeV a czas pojedynczego pomiaru 20 ms.

Do analizy szkieletu amonitu ustalono wiazke o srednicy 12 pum a krok pomiaru 2
um. Czas pomiaru na punkt w tym przypadku ustalono na 50 ms. Energia wiazki podczas
pomiaru wynosita 2,15 MeV. Dla probki rostrum belemnitu zastosowano identyczne
warunki.

Wyniki analiz uzyskane za pomoca sondy przetworzono korzystajac z programu
CMB (Cracow Micro Beam) 1 przekonwertowano do zdje¢ dwuwymiarowych

obrazujacych rozktady powierzchniowe wykrytych pierwiastkéw na powierzchni probek.

3.24. Spektrometria Ramana

Metoda z zastosowaniem mikro-spektrometru ramanowskiego jest metoda
niedestrukcyjna, czuta 1 posiadajaca bardzo duza rozdzielczo$¢ przestrzenna

determinowana S$rednica wiazki lasera (minimalnie 1um) oraz skokiem przesuwu $ruby
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mikrometrycznej xy stolika. Metoda posiada szerokie zastosowanie w analizie tkanek
zwierzgeych 1 roslinnych, zywnosci oraz dziet sztuki (Schrader et al. 2000). Jej zalety
ujawniaja si¢ szczegdllnie przy analizie farb i lakieréw obrazéw (Vandenabeele et al. 2000)
oraz w archeologii (Smith and Clark 2004). Zdolnos¢ do skupiania wiazek przez ukiad
soczewek mikroskopu oraz zastosowanie przesuwnego stolika znalazty szczegdlne
zastosowanie przy pomiarach powierzchni probek, pozwalajac na uzyskanie pomiaru w
punkcie, wzdluz wyznaczonej linii (tzw. skan liniowy) oraz w postaci tzw. map rozktadu
zwiazkow chemicznych pokazujacych mikrostrukturg probki (Schliicker et al. 2003).

Pomiary mikroramanowskie prébki belemnitu Belemnella sp. zostaly wykonane z
zastosowaniem spektrometru Jobin-Yvon T-64000 z podtaczonym mikroskopem
stereoskopowym. Instrument byt wyposazony w detektor CCD chlodzony cieklym azotem.
Prébki wzbudzano za pomoca lasera argonowego emitujacego fotony o dtugosci fali 514,5
nm. Moc lasera zostata ustawiona na 8 mW. Srednice wiazki lasera ustawiono za pomoca
soczewki mikroskopu na ok. 1 um.

Drugim urzadzeniem uzytym do analiz byt spektrometr InVia Renishaw, bedacy na
wyposazeniu laboratorium analitycznego Wydzialu Chemii, Uniwersytetu Marii Curie
Sktodowskiej w Lublinie. Schemat analogicznego instrumentu zaczerpnigto z pracy Smitha

i Clarka (Smith and Clark 2004) (Rys. 22).
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Rys. 22 Spektrometr ramanowski inVia Renishaw zaczerpnigty z pracy Smitha i Clarka (Smith and
Clark 2004).

Za pomoca urzadzenia Renishaw przeprowadzono analizy szkieletu matwy oraz muszli
amonitéw. Zaleznie od sytuacji wykonywano analiz¢ punktowa, skan liniowy lub mapg

rozktadu. Parametry pomiarowe dobierano w ten sposéb, aby uzyska¢ mozliwie wysoki
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sygnat widma w strefie wystgpowania wiazan peptydowych (I, II, A), wigzan od
wielocukréw CH, OH oraz wigzan S-C i S-H.

Czas pomiaru w punkcie w przypadku analizowania fragmentow przegrody
szkieletu sepii wynosit 1 min. Pomiar byl powtarzany trzykrotnie. Mapg wykonano dla
powierzchni przekroju o rozmiarze 50um x 160um. Zebrano w tym przypadku widmo w
zakresie (150 cm™ — 3200 cm™) dla wszystkich punktow pomiarowych. Mapa rozktadu
aragonitu na powierzchni kolumny zostata wykonana na obszarze 25 pm x 30 pm w
zakresie (150 cm™ — 1200 cm™) z czasem pomiaru 20 s na punkt. W obu przypadkach do
pomiaru zastosowano laser o dtugosci fali 514,5 nm o przylozonej energii 0,8 mW.

W przypadku analizy prébek amonitéw stosowano opcje mapy rozkladu oraz skanu
liniowego. Mapy wykonano dla $cianki zewngtrznej muszli (170pum x 22pum) i przegrody
muszli (10pum x 35um). Dla dobrze zachowanego fragmentu przegrody wykonano réwniez
skan liniowy o diugosci 90um. W przypadku analizy szkieletu amonitu do pomiaréw
zastosowano wiazki laseréw o dlugosci fali 514 1 785 nm. Moc lasera stosowanego do
analiz amonitéw zostala ustawiona odpowiednio na 0,8 mW i1 3 mW w przypadku
ustalania map rozktadu i 1,6 mW, przy pomiarze liniowym (laser - A=512nm).

Analizy probek belemnitéw przeprowadzano, ale ze wzgledu na bardzo duzy
poziom szuméw pochodzacy od fluorescencji nie uzyskano zadowalajacych wynikéw.
Wszystkie spektra ramanowskie zostaly zarejestrowane w geometrii rozproszenia
wstecznego. Zdjegcia optyczne - poréwnawcze dla obszaru badanego zastaty réwniez

wykonane za pomoca kamery cyfrowej dotaczonej do mikroskopu.

3.2.5. Spektrofotometria w podczerwieni

Analiz¢ spektrometryczna w podczerwieni wczesniej sproszkowanych prébek:
belemnitoéw, amonitéw 1 matwy wykonano za pomoca spektrometru FTIR Perkin Elmer
Spectrum One (ICMAB-Barcelona) metoda transmisyjna.

Najpierw wykonano serie pomiaréw dla prébek sepii:
e gsproszkowana probka pierwotna nieogrzewana i nieprazona,
e gsproszkowana probka ogrzewana w temperaturze 450°C przez 3 godziny w
piecu rurowym,
e gsproszkowana probka ogrzewana w temperaturze 550°C przez 3 godziny,
® sproszkowana pozostaloS¢ po analizie termalnej grawimetryczne] z

temperatura koncowa prazenie 900°C wykonywanej przez 3 godziny,
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e gsproszkowana pozostato$¢ po dekalcynacji prébki kwasem solnym.
Pomiary wykonano z rozdzielczoscia 4 cm” w zakresie 450 + 4000 cm™'. Dla kazdego
pomiary stosowano 4 powtdérzenia. Do pomiaru wykonano pastylki o $rednicy 16 mm
zawierajace Smg badanej probki w 250mg KBr. Pastylki przygotowano na specjalnej
prasie. Pomiar probek skamielin wykonano réwniez z probek sproszkowanych w
pastylkach wykonanych identycznie jak dla prébek matwy. Analizy prébek belemnitéow i

amonitéw wykonano stosujac identyczne ustawienia jak dla prébek sepii.

3.2.6. Dyfraktometria rentgenowska

Metody dyfrakcyjne 1 wykorzystujace zasade wielokrotnego odbicia promieni
rentgenowskich opracowana przez Bragga naleza obecnie do klasycznych metod analiz
strukturalnych stosowanych w mineralogii i petrografii. Pozwalaja one okresli¢ strukturg i
wzajemne ulozenie atoméw w materiale krystalicznym.

Pomiary dyfrakcyjne dla sproszkowanych préobek belemnitéw i matw zostaty
wykonane dla zakresu 5° - 60° katéw 286, z rozdzielczos$cia 0,020° i czasem pomiaru 1s dla
kazdego kata z zastosowaniem dyfraktometru Siemens D5000 wyposazonego w lampg
miedziowa bgdacego na wyposazeniu instytutu ICMAB (Institut de Scienca de Materials
de Barcelona) w Barcelonie.

Pomiary dyfrakcyjne dla sproszkowanej przegrody wyizolowanej mechanicznie ze
strefy brzusznej szkieletu matwy oraz amonitow zostaly wykonane przy pomocy
proszkowego dyfraktometru rentgenowskiego HZG-4 firmy Carl Zeiss Jena (ze zrédlem
promieniowania rentgenowskiego pochodzacym z lampy miedziowej) bgdacym na
wyposazeniu Wydziatu Chemii Uniwersytetu Marii Curie Sktodowskiej w Lublinie. Do
pomiaru zastosowano ta sama rozdzielczos¢, co dla innych analiz proszkowych probki
matwy, a czas ekspozycji zwigkszono dwukrotnie.

Pomiary dla fragmentéw szkieletu sepii wycigtych w ksztalcie graniastostupéow
odstaniajacych ptaszczyzny prostopadte i réwnolegte do przegréd w strefie brzusznej, a
wigc do plaszczyzny przyrostu szkieletu, zostaly wykonane na zmodyfikowanym
dyfraktometrze Philips X'Pert Pro MPD Alphal w Instytucie Fizyki PAN w Warszawie.
Dyfraktometr zostal wyposazony w uktad Johanssona i nieruchomy pétprzewodnikowy
licznik do rejestrowania wiazki ugietej promieniowania. Zrédlem promieniowania

rentgenowskiego w tym aparacie jest lampa rentgenowska z anoda miedziowa. Do badan
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zastosowano wiazke o srednicy Smm. Podczas pomiaru prébke obracano. Doktadny opis

tego urzadzenia mozna znalez¢ w pracy Paszkowicz i in. (Paszkowicz 2005).

3.2.7. Termiczna analiza wagowa

Prazenie kalcynujace probek amonitéw, belemnitow 1 matwy zostato
przeprowadzone na analizatorze termograwimetrycznym Perkin Elmer TGA 7.
Do prazenia wybrano program ze stalym wzrostem temperatury od 35-900°C co

3°C/min. Kalcynowanie wykonano przy przeplywie powietrza.

3.2.8. Analiza pierwiastkow tworzacych zwiazki lotne

Analiza wodoru, azotu, wegla 1 siarki, pierwiastkow istotnych do oszacowania
zawartosci zwigzkéw organicznych w probkach zostata wykonana za pomoca analizatora
do oznaczania pierwiastkéw tworzacych zwiazki lotne Carlo Erba Instruments EA1108

wyposazonego w autosampler.

3.2.9. Analiza pierwiastkéw metalicznych

Oznaczenie Na, Sr, K, Mg i Fe dla prébek szkieletow belemnitéw i Sepia Officinalis
zostalo wykonane z zastosowaniem spektrometru emisyjnego ze wzbudzeniem
plazmowym (ICP-AES) firmy Perkin Elmer, Optima 4300DV. Kalibracja zostala
przeprowadzona metoda krzywej wzorcowej. Przed oznaczeniem ICP-AES zostata
wykonana mineralizacja prébek z bardzo matej ilosci ok. 0,05 g prébki. Sproszkowane
probki zostaty rozpuszczone w stgzonym goracym roztworze kwasu azotowego a nastgpnie
rozcienczone woda dejonizowana w ilosci réwnej objetosci kwasu potrzebnego do
rozpuszczenia probki.

Oznaczenie zawartosci Mg, Mn, Fe, Na, Sr 1 K w probkach belemnitéw zostato rowniez
przeprowadzone na absorpcyjnym spektrometrze atomowym Hitachi Z-8200 z polaryzacja
Zeemana znajdujacym si¢ na wyposazeniu Katolickiego Uniwersytetu Lubelskiego. Do
pomiar6w wybrano opcje pomiaru absorpcyjnego. Wzbudzenie pierwiastkow
przeprowadzono z zastosowaniem palnika acetylenowo-tlenowego. Ze wzgledu na duze

zasolenie prébki, kalibracje wykonano metoda dodatku wzorca.
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3.3. Wyniki i dyskusja

3.3.1. Szkielet wewnetrzny Sepia Officinalis

W celu okreslenia 1 scharakteryzowania chemicznego skiadu oraz uzyskania
informacji o strukturze 1 przestrzennym rozmieszczeniu skladnikéw w szkielecie
wewngtrznym matwy zwyczajnej (Sepia Officinalis) wykonano seri¢ wzajemnie
uzupetniajacych ~ si¢  oznaczen z  wykorzystaniem  nowoczesnych  technik
mikroanalitycznych. Czg§¢ uzyskanych wynikow 1 wnioski plynace z ich oceny
przedstawiono w pracy opublikowanej w Materials Science and Engineering (Florek et al.
2008). Badanie struktury szkieletu wewngtrznego matwy rozpoczeto od obserwacji probek

za pomoca mikroskopu optycznego i elektronowego w réznym powigkszeniu.

o —
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Rys. 23 Zdjecia optyczne przekroju poprzecznego czeSci brzusznej Sepia Officinalis.
Miato to na celu zobrazowanie budowy i mikrostruktury szkieletu. Zdjecie dla pomiaréw z
wykorzystaniem mikroskopu elektronowego zarejestrowano na detektorze QBSD dla

elektronéw wstecznie rozproszonych. Zdjecia optyczne wykonano zaréwno dla prébek
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oswietlanych $wiatlem przechodzacym, jak i odbitym. Zarejestrowane zdj¢cia w $wietle

przechodzacym wykonano réwniez z zastosowaniem filtra §wiatla czerwonego.

Na zdjgciach optycznych (Rys. 23) wyraznie zarysowuje si¢ budowa warstwowa
szkieletu. Wida¢ wyraznie, ze gtdwne przegrody szkieletu sa rozmieszczone periodycznie
w odleglosci ok. 450+500 um od siebie (Rys. 23a). Na Rys. 23b wida¢ dodatkowo, zZe
miedzy przegrodami gléwnym znajduja si¢ przegrody o mniejszej grubosci,
rozmieszczone, co 40+50 pm. Rys. 23c przedstawia strukturg czgsci brzusznej szkieletu w
nieco mniejszym powigkszeniu a Rys. 23d fragment kolumny z wyraznymi fragmentami
jasnych i ciemnych prazkéw, wskazujacych na réznice we wiasciwosciach optycznych

materialéw, co wynika prawdopodobnie z réznic w sktadzie chemicznym.

Obrazy SEM przekroju poprzecznego czgsci brzusznej szkieletu Sepii Officinalis w
roznej skali znajduja si¢ na Rys. 24. Zdjecia wykazuja, ze wybrany fragment szkieletu
sktada si¢ z przegréd i kolumn. Mozna to wyraznie zauwazy¢ zwlaszcza na Rys. 24a.
Srednia odlegto$é migedzy przegrodami dla badanych prébek, potowa odlegtosci migdzy

kolumnami i grubos$¢ przegréd wynosita odpowiednio: 420 + 16,35+ 61 13 + 3 pm.

: :
185 um 38 um 30 pm

Rys. 24 Zdjecia SEM przekroju poprzecznego czesSci brzusznej szkieletu sepii. A) Strefa obrazujaca
dwie sasiednie przegrody wraz z laczacymi je kolumnami. B) kolumna w duzym powigkszeniu. C)
przegroda w duzym powigkszeniu z przystajaca do niej kolumng.

Rozstaw kolumn zgadza si¢ z okreSlonymi i opublikowanymi przez Sherrard (Sherrard
2000) oraz miesci si¢ w zakresie wynikéw uzyskanych przez Ogasawara (Ogasawara et al.
2000). Rozmiary wysokos$ci komor 1 grubos$ci przegréd wyznaczone przeze mnie sg jednak
wyzsze 1 zblizone do wynikow opublikowanych przez Tiseanu (Tiseanu et al. 2005).
Réznice pomigdzy wynikami mozna wyjasni¢ badaniem réznych fragmentéw réznych

probek, ktére réznity si¢ tez miejscem pochodzenia i wiekiem. Dalsza obserwacja zdjgé
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(Rys. 24a 1 24b) pozwala rozpozna¢ subtelne podstruktury kolumn. Powierzchnia kolumn
biomineratu wydaje si¢ by¢ podzielona na mniejsze tatwo dostrzegalne warstwy tworzace
wysoko-uporzadkowana podstrukturg. Sasiadujace ze soba fragmenty posiadaja rozmiary
12x40 pm a warstwa je rozdzielajaca ma grubo$¢ ok. 4-5 um (pomiar wykonany dla §rodka

dtugosci kolumn).

Po analizie zdj¢¢ wykonano seri¢ analiz za pomoca dyfraktometru rentgenowskiego
w celu oceny faz krystalicznych obecnych w prébkach oraz dla okreslenia kierunku
przyrostu krysztalow w strefie wysoko-skrystalizowanej (kolumnowej) szkieletu. Analiza
dyfrakcyjna wykonana metoda proszkowa wykazata, ze jedynym materialem
krystalicznym obecnym w probkach jest aragonit. Refleksy i intensywnosci refleksow

dobrze pokrywaja si¢ z wzorcem ICDD® 41-1475 dla aragonitu (Rys. 25).

- - - - sproszkowany szkielet sepii -
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Rys. 25 Dyfraktogram uzyskany metoda proszkowa dla prébki szkieletu matwy wraz ze wzorcem
aragonitu ICDD® nr 41-1475

Spektrum prébki szkieletu matwy jest identyczne z dyfraktogramem aragonitu w zakresie
katow 20 25+60°. Najbardziej intensywnymi refleksami okazaly si¢ trzy refleksy

przyporzadkowane dla ptaszczyzn (012), (111) 1 (221).
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Na dyfraktogramie uzyskanym dla sproszkowanej probki szkieletu sepii w zakresie mato-
katowym 20 5+25° charakterystycznym dla zwiazkOow organicznych, zaobserwowano
stabe refleksy, ktore sugerowaty obecnos¢ sktadnika organicznego, lecz nie pozwolily na
jego identyfikacje. Po mechanicznym wyizolowaniu przegrod ze szkieletu i ich
sproszkowaniu wykonatem analiz¢ ponownie na dyfraktometrze rentgenowskim. Rys. 26
przedstawia wynik analizy XRD uzyskany dla probki, dyfraktogram wzorca a-chityny
uzyskany podczas analizy préobki pancerza kraba oraz wzorca B-chityny zaczerpnigty z
pracy Janga (Jang et al. 2004). Na dyfraktogramie otrzymanym dla probki wyizolowane;j
przegrody mozna juz wyraznie zauwazyC refleksy charakterystyczne dla sktadnikéw

zar6wno nieorganicznych (aragonit) jak i organicznych w postaci szerokich pikéw.

Wyodrebniona przegroda ze
szkieletu Sepia Officinalis

B-chityna

Intensywnosc [a.u.]

a-chityna

~rr-r--rrrerr|rrerr | T T T T T T T

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Kat201[°]

Rys. 26 Dyfraktogram uzyskany z prébki przegrody szkieletu matwy, wyodrgbnionej mechanicznie i
sproszkowanej, zestawiony z wzorcowymi dyfraktogramami: a-chityny (wzorzec uzyskany na
podstawie analizy o-chityny zakupionej w Sigma-Aldrich) oraz B-chityny zaczerpniety z pracy Janga
(Jang et al. 2004)

Dwa piki obserwowane w zakresie katow 20 od 5 do 25° na dyfraktogramie
sproszkowanej przegrody szkieletu sepii mozna zidentyfikowa¢ jako pochodzace od [-

chityny, ktéra jest gtéwnym sktadnikiem organicznym szkieletu matwy.
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Rys. 27 Dyfraktogramy uzyskane dla plaszczyzn: a) réwnoleglych, b) prostopadlych do przegréd
wystepujacych w szKielecie sepii.

Zeby okresli¢ orientacje krysztaléw aragonitu w czeéci kolumnowej szkieletu
wykonatem analiz¢ bardzo matych fragmentéw szkieletu o ksztalcie graniastostupow.
Prébki zostaly wycigte w ten sposéb, aby ich $ciany byly odpowiednio prostopadte i
rownolegte do przegréd szkieletu a wigc i do powierzchni muszli. Dyfraktogramy
uzyskane dla ptaszczyzn rownolegtych 1 prostopadtych (przekrdj poprzeczny strefy
brzusznej szkieletu) do przegréd znajduja si¢ na Rys. 27a i 27b. Oba dyfraktogramy
uwidaczniaja preferowany kierunek orientacji krysztaléw aragonitu w badanych
ptaszczyznach. Duze intensywnos$ci refleksu 002 uzyskane dla ptaszczyzny przecigcia

rownolegte] do przegrody a wigc 1 do powierzchni muszli oraz duze wzmocnienie
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refleksow 200 and 220 dla ptaszczyzny prostopadtej do przegréd (ptaszczyzna przekroju
poprzecznego) pozwolity mi okresli¢ preferowana orientacje¢ jako <001>. Wzmocnione
refleksy 012, 023 1 113 dla ptaszczyzny réwnoleglej do przegrody oraz 021, 211 1 221 dla
ptaszczyzny prostopadiej wskazuje, ze rozmieszczenie katowe krystalitow jest raczej
szerokie. Plaszczyzny, ktére daty refleksy podczas omawianej powyzej analizy

dyfrakcyjnej wraz z odpowiadajacymi im katami 20 sg zestawione w Tab. 2.

Tab. 2 Plaszczyzny, ktorych piki zostaly zidentyfikowane na dyfraktogramach (Rys. 27a i 27b) przy
okreslonych wartosciach kata 20.

Kat Plaszczyzna Kat Plaszczyzna Kat Plaszczyzna
20 [°] krystalitu 20 [°] krystalitu 20 [°] krystalitu
26,4 (111) 38,0 (112) 50,4 (132)
27,5 (021) 38,6 (011) 52,1 (141)
31,2 (001) 41,4 (211) 52,6 (113)
33,3 (012) 43,2 (122), (110) 53,2 (023)
36,3 (100) 46,0 (221) 57,0 (310)
37,5 (031) 48,5 (101) 59,5 (311)

W nastgpnym etapie badan probke szkieletu matwy zwyczajnej poddano analizie w
podczerwieni. Analizy FTIR potwierdzity, ze aragonit i chityna sa gtdwnymi sktadnikami
szkieletu matwy (Rys. 28 1 29). Na Rys. 28 przedstawiono widmo: a - wzorca aragonitu; b
- uzyskane po analizie sproszkowanej w calos$ci prébki szkieletu sepii i ¢ — uzyskane
podczas pomiaru wyodrebnionych i sproszkowanych kolumn szkieletu. Poza pasmami
charakterystycznymi dla aragonitu: v, (1083 cm™), dublet v4 (713, 700 cm™ — dla oscylacji
wiazania C-O w plaszczyznie) i v, (853 cm™') znajduja si¢ pasma pochodzace z oscylacji
wewnetrznych jonéw COs> np. vz (1490 cm'l) (Tan et al. 2004). Pasma 1796cm™ i
2530cm™ moga byé réwniez przyporzadkowane do oscylacji jonéw weglanowych. W
widmie szkieletu mozna zauwazy¢ niewielki udzial pasm pochodzacych od chityny. Sa to
oscylacje w zakresie 1030-1110 cm™ (rozciagajace C-O) oraz 1630 (amidowe I) i 1374 cm’
! (amidowe IIT). Widmo wzorca aragonitowego (Rys. 28a) jest bardzo podobne, ale nie
identyczne z widmem uzyskanym po analizie silniej zmineralizowanej czgsci szkieletu
(probka przygotowana po mechanicznym wyodrgbnieniu kolumn ze strefy migdzy

przegrodami) (Rys. 28c) a mniej podobna do widma uzyskanego po pomiarze calej
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sproszkowanej prébki (Rys. 28b). Wyniki te wskazuja, ze przegrody i miejsca pomigdzy

przegrodami r6znia si¢ zawartoscig aragonitu.
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Rys. 28 Widma FTIR: A) wzorzec aragonitu, B) sproszkowana prébka szkieletu matwy, C)
sproszkowana probka szkieletu matwy uzyskana ze strefy kolumnowej pomigdzy przegrodami.

Aby dokona¢ jednoznacznej identyfikacji zwiazkow obecnych w nierozpuszczalne;j
czgSci matrycy organicznej zawarte] w szkielecie sepii wytrawiono probki za pomoca
rozcienczonego kwasu solnego o stezeniu 0.1M. Nierozpuszczalna pozostatos¢ pochodzaca
z probki oddzielono na saczku od roztworu, intensywnie przeptukano woda destylowang i
po wysuszeniu w temperaturze pokojowej i poddano analizie za pomoca spektrofotometru

w podczerwieni.
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Rys. 29 Widma FTIR szkieletu matwy: a) pozostalo$¢ po odwapnieniu szkieletu; b) wzorzec B-chityny
wyodrebniony ze szkieletu kalmaréw — zaadoptowany z pracy Cardenasa (Cardenas et al. 2004); c)
wzorzec a-chityny uzyskany po analizie chityny zakupionej w Sigma-Aldrich (numer produktu:
C7170-100G, nazwa produktu: Chityna ze szKkieletoéw krabow).

Na widmie IR uzyskanym z tak zdemineralizowanej probki (Rys. 29a) mozna
rozpozna¢ pasma charakterystyczne dla chityny (Tab. 3). Uzyskane widmo jest bardzo
podobne do spektrum B-chityny wystepujacej w szkielecie kalmara (Rys. 29b):

a) w zakresie wibracji wigzan amidowych I obserwuje si¢ tylko jedno pasmo 1652

cm’l,

b) region wigzan OH i NH (3600-3300 cm'l) jest bardzo stabo zaznaczony,

¢) pasmo pochodzace od wewnatrz-czasteczkowego wigzania wodorowego pomigdzy

OH(3) 1 O(5) z pierscienia pojawia si¢ przy liczbie falowej nizszej niz w a-chitynie

-3421 cm’™..
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Tab. 3 Pasma FTIR obserwowane dla p-chityny wyodrebnionej jako nierozpuszczalna pozostalos¢ ze
szkieletu matwy zwyczajnej.

Absorpcja (cm™) Przyporzadkowane pasmo Absorpcja (cm™) Przyporzadkowane pasmo

3421 v(OH) 1377 3(CH) i §(C-CH3)
3280 Vas(NH) 1317 v(C-N) i (NH, Amid III)
3104 V(NH) 1262 (Amid III)
2966 Vas(CH3) 1229 (Amid III)
2933 v(CH,) 1205 (Amid III)
2884 Vas(CH3) 1155 Vas(C-O-C, pierscien)
1652 v(C=0, Amid I) 1112 v(C-0)
1553 V(C-N, C-N-H) i 1073 v(C-0)
3(N-H, Amid II) 1033 v(C-0)
1422 3(CH,) 948 YHX(3,)

W celu dokonania analizy zmian struktury zachodzacych w szkielecie sepii pod
wpltywem temperatury zarejestrowalem spektra FTIR dla sproszkowanych prébek
materialu wyjsciowego (wysuszonego na powietrzu) oraz dla prébek wygrzewanych w
temperaturze 450°C, 550°C 1 900°C. Wyniki pomiaréw przedstawiono na Rys. 30. Widmo
na Rys. 30a zarejestrowane dla prébki niepoddanej dziataniu temperatury ujawnia pasma
v (1083 cm™), v, (853 cm™) i zdegenerowane v4 (713, 700 cm™) charakterystyczne dla
aragonitu. Po prazeniu prébki w temperaturze 450°C (Rys. 30b) pasma 1083 i 853 cm’
prawie znikly a zamiast dubletu vy, pojawit si¢ singlet przy liczbie falowej 712 cm” oraz
zaobserwowano pasmo przy 875 cm’'. Pasma 712 oraz 875 cm’' sa charakterystyczne dla
kalcytu. Mozna na tej podstawie stwierdzi€, ze nastapila przemiana fazowa aragonitu w
kalcyt. Wygrzewanie préobki w temperaturze 450°C nie prowadzi do petnego rozktadu
materii organicznej, na spektrum mozna nadal dostrzec pasma charakterystyczne dla
materii organicznej np. 1630 cm™, amidowe 1. Przy temperaturze 550°C (Rys. 30c) pasma
te praktycznie znikaja. Organiczne skladniki szkieletu matwy wykazuja wzglednie duza
stabilno$¢ termiczng. Widmo uzyskane dla probki wygrzewanej w temperaturze 900°C
(Rys. 30d) pozwala na identyfikacj¢ pozostatosci jako tlenek wapnia. Ponizej 900°C

nastgpuje chemiczny rozktad zaréwno kalcytu jak 1 materii organiczne;.
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Analiza sktadu pierwiastkowego oraz rozmieszczenia pierwiastkow dla badane;j

(EPMA) bedacej na

wykonano przy pomocy mikrosondy elektronowe;j

Liczba falowa [cm]

FTIR szkieletu sepii: a) material wyj$ciowy (sproszkowana proébka); b) po prazeniu w

450°C przez 3 godz.; c) po prazeniu w 550°C przez 3 godz.; d) pozostalos¢ z termalnej analizy wagowej
(TGA) zakonczonej w temp. 900°C.

wyposazeniu Instytutu Ochrony Srodowiska KUL. Najpierw wykonatem kilka pomiaréw
wybranych fragmentéw strefy brzusznej (przegréd i kolumn) oraz strefy grzbietowej

szkieletu w celu wykrycia pierwiastkow obecnych w préobkach korzystajac z wiazki
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elektrondw o energii 20 keV. W prébce wykryto obecno$¢ nastepujacych pierwiastkow: C,

O, Fe, Na, Mg, Sr, P, S, Al, CL, K, Ca.

10°

Intensywnosc [a.u.]

Trrrrrrr[rrrrrrrrr[rrrrrrr1r&r[rrrrrrrrr[rrroi

1 2 3 4
Energia [keV]

Rys. 31 Widmo kumulacyjne (wygladzone) uzyskane z pomiaru EPMA dla proébki szkieletu Sepia
Officinalis.

Wymienione pierwiastki byly obecne w wybranych fragmentach w réznej ilosci, o
czym swiadczyty réznice intensywnosci sygnatow mierzonych dla poszczegdlnych miejsc.
Uzyskane wyniki wykazaty konieczno$¢ przeprowadzenia analizy powierzchniowego
rozmieszczenia tych pierwiastkow. Tzw. mapy rozktadu pierwiastkéw wykonano na
przekroju poprzecznym probki. Na Rys. 31 znajduje si¢ widmo kumulacyjne uzyskane
podczas zbierania wynikéw do mapy rozktadu pierwiastkéw. Do mapowania wybrano
dwie strefy w szkielecie. W pierwszym przypadku przeprowadzono analiz¢ fragmentu
zawierajacego dwie przegrody wraz ze strefa wysoko-skrystalizowana (kolumnowa) w
strefie brzusznej (Rys. 32) a w drugim fragmentu granicznego laczacego warstwe
grzbietowa z warstwa brzuszna szkieletu sepii wraz z tymi warstwami (Rys. 33).
Powierzchniowa dystrybucje Br, Na, Mg, Ca, 1 C dla przekroju poprzecznego ze strefy
brzusznej szkieletu sepii oraz obraz prébki uzyskany w wyniku rejestracji elektronéw

wstecznie rozproszonych od prébki przedstawiono na Rys. 32.
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Rys. 32 Mapy rozkladu stezen Br, Mg, Ca, Na i C dla przekroju poprzecznego strefy brzusznej matwy
uzyskane za pomoca sondy elektronowej zestawione z obrazem elektronéw wstecznie rozproszonych
od badanego fragmentu probki.

Wida¢, ze miejsca bogate w wapn charakteryzuja si¢ niska zawartoscia Mg, Na, i
Br. Wapn jest obecny w miejscach wystgpowania aragonitu. Wegiel jest skladnikiem
zarébwno zwiazkéw nieorganicznych, jaki organicznych a brom, séd oraz magnez

wystgpuja przewaznie w miejscach wystgpowania matrycy organiczne;j.

W przypadku map rozkiadu sygnalu pierwiastkéw wykonanych dla sasiadujacych stref
grzbietowej 1 brzusznej (Rys. 33) mozna zauwazy¢, ze wigcej wapnia znajduje si¢ w strefie

grzbietowej probki.
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Rys. 33 Mapy rozkladu stezen pierwiastkow wykrytych za pomoca sondy elektronowej (Fe, Ca, C, Mg,
Sr, Na, P, O, S, Cl) dla fragmentu szkieletu matwy zawierajacego warstwe brzuszna i grzbietowa
zestawione z obrazem elektronéw wstecznie rozproszonych i zdjeciem optycznym. (G - strefa
grzbietowa; B — strefa brzuszna).

Podobng sytuacj¢ obserwuje si¢ rowniez w przypadku strontu i zelaza. W strefie brzuszne;j
natomiast znajduje si¢ wigcej wegla, siarki i chloru. Rozktad magnezu, tlenu, fosforu i
sodu jest jednakowy w obu strefach, jesli nie liczy¢ fragmentéw w strefie brzusznej, ktére
na wszystkich mapach rozktadu wykazuja warto$ci minimalne, co mozna przypisac

obecnosci poréw lub stref uszkodzonych podczas przygotowywania probki.

W celu dalszego uzupelnienia informacji o powierzchniowym rozktadzie
pierwiastkéw na przekroju szkieletu matwy zastosowatem do analizy mikrosonde
protonowa (u-PIXE) udostgpniona przez Instytut Fizyki Jadrowej PAN w Krakowie.
Chcialem sprawdzi¢, czy uda si¢ wykry¢ w badanych prébkach pierwiastki $ladowe
niewykrywalne za pomoca sondy elektronowej. Sygnalty, ktére otrzymalem z sondy

pochodzity od: glinu, strontu, siarki, chloru i wapnia, a wiec nie wykryto obecno$ci
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zadnego nowego pierwiastka. Rys. 34 przedstawia widmo kumulacyjne zebrane z catego
obszaru poddanego analizie uzyskane dla przekroju poprzecznego badanej prébki z

zastosowaniem filtru glinowego umieszczonego na drodze optycznej prébka - detektor.
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Rys. 34 Widmo kumulacyjne szkieletu matwy uzyskane z pomiaru PIXE z zastosowaniem filtru Al.

Podczas analizy okazalo sig, ze badana probka ulega deformacjom pod wptywem
dziatania protonéw. Niemniej jednak warto zwréci¢ uwage na uzyskane mapy rozktadu dla
wapnia, glinu i strontu, ktére bardzo dokladnie odzwierciedlaja struktur¢ kolumnowa
pomig¢dzy przegrodami szkieletu. Rys. 35 przedstawia zdjgcie optyczne badanego
fragmentu probki wraz z mapami rozkltadu Ca, Al, Sr. Wida¢, ze probka ulegla
uszkodzeniu mimo to mozna wyraznie zauwazy¢ kolumny szkieletu na mapach rozktadu
przedstawionych pierwiastkéw. Mapy rozktadu siarki i chloru nie zostaty przedstawione ze

wzgledu na bardzo niski poziom sygnatéw pochodzacych od tych pierwiastkéw.
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Rys. 35 Zdjecie optyczne z zaznaczonym fragmentem analizy oraz mapy rozkladu stezen wapnia, glinu
i strontu na powierzchni przekroju poprzecznego szkieletu Sepia Officinalis uzyskane przy pomocy
sondy protonowej.

Rozmieszczenie wapnia w szkielecie matwy uzyskane dzigki analizie PIXE jest
bardzo zblizone do tego uzyskanego za pomoca sondy elektronowej. Natozone na siebie
mapy rozktadu wapnia uzyskane przez te dwie metody sa przedstawione na Rys. 36.
Pomiary zostaly wykonane dla réznych komér a mapy rozktadu natozono na siebie

zachowujac ich oryginalne proporcje. Mozna stwierdzi¢, ze komory sa bardzo podobne.

072 S
%

N

v epva R PIXE

Rys. 36 Nalozone mapy rozkladu wapnia na powierzchni przekroju poprzecznego probki szkieletu
matwy uzyskane za pomocg sondy protonowej (PIXE) i elektronowej (EPMA).

Dla badanej probki przeprowadzono réwniez analiz¢ za pomoca rentgenowskiej
mikro-fluorescencyjnej sondy ze wzbudzeniem synchrotronowym w Instytucie HASYLAB

w Hamburgu.
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Dzigki tej metodzie oprocz potwierdzenia wystgpowania w prébee: S, Cl, Ca, Zn,
Br i Sr udato si¢ zidentyfikowa¢ dodatkowo obecno$¢ srebra i jodu oraz miedzi i niklu.
Rys. 37 przedstawia widmo kumulacyjne uzyskane z pomiaru SRIXE probki szkieletu
Sepia Officinalis. Do analizy zastosowano wigzke¢ promieniowania hamowania o energii

17keV.
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Rys. 37 Widmo kumulacyjne uzyskane za pomoca rentgenowskiej mikro-fluorescencyjnej sondy ze
wzbudzeniem synchrotronowym proébki szkieletu matwy.

Poniewaz w trakcie analizy zmieniata si¢ intensywno$¢ wiazki promieniowania
synchrotronowego, wszystkie wyniki uzyskane dla poszczegdélnych pierwiastkéw zostaly
znormalizowane (warto$¢ sygnatu dla kazdego pierwiastka w kazdym punkcie podzielono
przez chwilowa warto$¢ intensywnosci wiazki).

Na Rys. 38 znajduja si¢ mapy rozktadu sygnatéw uzyskanych dla: Sr, S, Br Cl, I, Ca Cu i
Ni wraz ze zdjgciem optycznym przedstawiajacym badany fragment prébki. Mapy te nie
uwidaczniaja zbyt dobrze kolumn wystepujacych pomig¢dzy przegrodami. Widoczne sa za
to dos¢ dobrze przegrody. Moze to swiadczy¢ o wigkszej gestoSci probki w strefie
przegrod. Duzy sygnal wapnia w przegrodach Swiadczy o tym, ze na granicy przegrody
chitynowej 1 kolumn znajduje si¢ strefa bogata w wapn. Prawdopodobnie sa to warstwy
do$¢ dobrze przylegajace do warstwy chitynowej. Potwierdza to zdjgcie optyczne prébki,

na ktérym widac, ze warstwa przegrody jest jednolita.
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Rys. 38 Mapy rozkladu sygnaléw pierwiastkéw: Sr, S, Br, Cl, I, Cu, Ca i Ni na powierzchni przekroju
poprzecznego Sepia Officinalis uzyskane za pomoca rentgenowskiej mikro-fluorescencyjnej sondy ze
wzbudzeniem synchrotronowym w Instytucie Hasylab w Hamburgu.

Wykonane analizy wykazuja, Ze sygnal strontu w przegrodzie posiada rozktad
zblizony najbardziej do sygnatu bromu, szczegdlnie, jesli chodzi o poziom natg¢zenia.
Rozktady sygnalow uzyskanych dla siarki 1 chloru sa rowniez skorelowane. Sygnat niklu
rézni si¢ nieznacznie od wyzej wymienionych. Sygnaty Sr, Br, S, Cl, Ca i Ni maja
podobny rozktad. Najbardziej zaskakujacy jest rozktad sygnatéw jodu — pierwiastka czgsto
spotykanego w biomateriatach morskich. Nie odzwierciedla on w zaden spos6b morfologii
probki 1 posiada rozktad raczej regularny. Podobnie jest z miedzia, chociaz w tym
przypadku mozna si¢ dopatrzy¢ korelacji z innymi pierwiastkami.

Dzigki analizie XRF z zastosowaniem detektora konfokalnego mozliwe bylo

uzyskanie obrazu tréjwymiarowego rozktadu pierwiastkOw w prébce szkieletu matwy.
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Analiz¢ wykonano w laboratorium Migdzynarodowej Agencji Atomowej w Seibersdorf
(Austria). Do pomiaru zastosowano tradycyjne zrodio promieni rentgenowskich (lampa
molibdenowa). Z tego powodu nat¢zenie wiazki nie byto zbyt wysokie 1 wynosito 40 mA.
Przeprowadzenie skanu wglgbnego préobki wymagato bardzo dtugiej ekspozycji probki w
kolejnych punktach pomiaru. Za pomoca tej metody mozliwa byta detekcja w rozsadnym
czasie takich pierwiastkow jak: Ca, Sr, P, S, Ar, Fe, Ni, Cu oraz Zn. Rys. 39 przedstawia
widmo kumulacyjne uzyskane podczas catego pomiaru wynoszacego ok. 8 godzin. Sygnat
molibdenu pochodzi od zastosowanej jako zrédto lampy rentgenowskiej i zostal uzyty

wylacznie do kalibracji widma.
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Rys. 39 Widmo kumulacyjne uzyskane podczas analizy préobki szkieletu matwy za pomoca konfokalnej
sondy XRF.

Korzystajac z programu Spector dokonano obrébki widm uzyskanych w kolejnych
punktach pomiarowych 1 za pomoca programu Avizo wykonano tréjwymiarowa
wizualizacj¢ wykrytych pierwiastkow, ktora przedstawiono w postaci zrzutdow wykresow
trojwymiarowych (Rys. 40) oraz filméw, ktére znajduja si¢ na zalaczonym do pracy CD.
Kolejne filmy przedstawiaja widoczne na zdjgciach obracajace si¢ rozktady 3D wykrytych
pierwiastkow dla badanego fragmentu probki. Film_la(Ca) oraz Film_1b(Ca) zawiera
rozktad przestrzenny wapnia uzyskany z sumy sygnatéw Ca-Ka i Ca-Kf oraz tylko Ca-Ka.
Film_2(Sr) zawiera rozklad strontu uzyskany z piku dla sygnatu Sr-Ko. Film_3(Zn)
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przedstawia rozktad cynku dla sygnalu Zn-Ka a Film_4(P) dla P-Ka. Film_5(Ca_Sr)
przedstawia zestawione ze soba rozktady 3d najintensywniejszych sygnatéw Sr i Ca. W
analizie wykryto réwniez takie pierwiastki jak Cu, Fe, S, Ar i Ni, ktére miaty rozktad

przestrzenny bardzo zblizony do rozktadu cynku.

Rys. 40 Tréjwymiarowe przestrzenne rozmieszczenie pierwiastkow: Ca, P, Sr oraz Zn w prébce Sepia
Officinalis wykrytych metoda XRF.

Uzyskane wyniki rozkladu 3D sa dobrym uzupelnieniem wynikéw z sondy:
synchrotronowej, elektronowej 1 protonowej. Za pomoca XRF (synchrotronowe
wzbudzenie) nie udato mi si¢ zarejestrowa¢ kolumn. Za pomoca sondy elektronowej ze
wzgledu na nieréwnos¢ powierzchni (szczegblnie kolumn) wyniki nie obrazowaty ksztaltu
i wygladu kolumn. Na uzyskanych rozktadach przestrzennych pierwiastkéw widoczne sa:
zarobwno przegroda jak 1 kolumny, chociaz dos¢ stabo. Ta stabo widoczna strefa

kolumnowa prébki ze wzgledu na jej mniejsza gesto$¢ mogta by¢ dobrze penetrowana
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przez promienie X, dzigki czemu udato si¢ odtworzy¢ tréjwymiarowa morfologi¢ prébki.
Wysokie stgzenie Ca i1 Sr w strefie przegrody mozna wyjasni¢ wigksza gestoscig przegrod

sktadajacych si¢ po czgsci z warstw aragonitowych.

Rys. 40 przedstawia tréjwymiarowe obrazy rozmieszczenia wapnia, strontu, cynku
oraz fosforu. Najbardziej rzuca si¢ w oczy dobre odwzorowanie struktury szkieletu. Na
rozktadach Sr 1 Ca widoczna jest przegroda oraz przystajace do niej kolumny. Doktadnie
mozna to obejrze¢ na zataczonym materiale filmowym. Sr i Ca sa najbardziej skorelowane
ze soba. Rozktad 3D fosforu uzyskany z piku P-Ka wykazuje, ze wigcej fosforu znajduje
si¢ w przegrodzie niz w kolumnach. Rozklad cynku jest raczej jednorodny w catej prébce,

bez rozrézniania kolumn i przegrdd. Rozktad miedzi jest identyczny z rozktadem cynku.

Rys. 41 Tréjwymiarowy rozklad parametru termometrycznego Sr/Ca w badanej probce szkieletu
matwy zwyczajnej.

Dla badanej prébki wykonano réwniez obliczenie stosunku termometrycznego
St/Ca, zeby zaobserwowac, czy nie zarysuje si¢ jaka§ réznica w zmianach temperatur
tworzenia w poszczeg6lnych strefach probki. Wynik obliczen przedstawiono w postaci
obrazu tréjwymiarowej dystrybucji parametru Sr/Ca (Rys. 41) oraz filmu
Film_6(Sr_przez_Ca).

Obserwujac wykres 1 material filmowy mozna stwierdzi¢, ze w strefie przegrody stosunek
Sr/Ca osiaga wyzsze wartosci. W strefie, gdzie wystgpuja kolumny nie wida¢ juz Scistego

zwiazku Sr/Ca z ksztaltem kolumny. Wydaje si¢ jednak, ze w miejscach gdzie wystepuja
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kolumny omawiany stosunek zmienia si¢ periodycznie tzn. wystgpuja segmenty
odzwierciedlajace podstruktur¢ kolumn w postaci naprzemiennych cienkich warstw
chitynowych 1 grubszych aragonitowych.

W celu okreslenia rozktadu przestrzennego gléwnych sktadnikéw mineralnych i
organicznych w szkielecie matwy prébki poddano analizie ramanowskiej. Wielka zaleta tej
metody jest mozliwo$¢ skupiania wiazki lasera do $rednicy ok. lum, dzigki czemu
mozliwe sg analizy bardzo matych punktéw oraz mozliwo$¢ prowadzenia analiz liniowych

1 powierzchniowych.
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Rys. 42 Analiza za pomoca spektrometru ramanowskiego (obszar kolumny). Uzyskane widma (z lewej)
oraz zdjecie z miejscami, gdzie przeprowadzono pomiary punktowe (z prawej).

Na poczatku przeprowadzitem dla badanej prébki w strefie kolumny analizy
punktowe. Pomiary byly wykonane przy zastosowaniu soczewek o powigkszeniu 100X, w
trzech r6znych miejscach (Rys. 42), ale przy tym samym czasie ekspozycji probki (w 3
seriach po 15 sekund). Miejsce nr 1 jest z pogranicza dwdch stref, widocznych na zdjgciu
jako ciemniejsza i jasniejsza. Miejsce nr 2 lezy w strefie ciemnej, natomiast miejsce nr 3 w
jasnej.

Piki o najwyzszej intensywnosci 701,88 cm™ oraz 1084,3 cm™ (charakterystyczne
dla aragonitu) zostaly zanotowane podczas pomiaru 3 w strefie jasnej na kolumnie a
najnizszej intensywnosci dla pomiaru 1 i 2 czyli w strefie ciemnej i granicznej. Moze to

wskazywaé, ze wigcej aragonitu znajduje si¢ w jasniejszych fragmentach, a fragmenty
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ciemne zawieraja oprdcz aragonitu jeszcze inny zwiazek chemiczny zmieniajacy
wlasciwosci optyczne probki.

Poniewaz w strefie ciemnej kolumny podejrzewatem obecno$¢ zwiazkéw
organicznych przeprowadzilem w tym miejscu (zaznaczony na zdjgciu punkt — Rys. 43)
jeszcze dwa pomiary z ré6znym czasem ekspozycji. Pierwsza analiz¢ wykonano w 4 seriach

po 40 sekund, natomiast druga analiz¢ wykonano w 3 seriach po 15 sekund.

1809 analiza 1 —— wzorzec chityny 1

2931

——analiza 2

40

W
o
['n"e] osoumAsuayu)

Intensywnosc [a.u.]

Przesuniecie ramanowskie [cm'1]

Rys. 43 Analiza za pomoc3 spektrometru ramanowskiego (obszar kolumny - strefa ciemna). Uzyskane
widma (z lewej) wraz ze wzorcem chityny oraz zdjecie z zaznaczonym punktem pomiaru (z prawej).

Dtuzszy czas ekspozycji probki na promieniowanie wplynat korzystnie na
uzyskane wyniki. W analizie pierwszej piki dla chityny (pasma OH - 2870 cm™ oraz CH, -
2931cm™ od cukréw) sa wyraznie wyeksponowane. W analizie drugiej korelacja ze
wzorcem tez jest widoczna, jednak piki sa nieostre a ich intensywnos¢ jest nieduza.

Kolejnym etapem byto uzyskanie map rozktadu wykrytych zwiazkéw (aragonitu i
chityny) w szkielecie matwy. Uzyskane spektrum zebrane dla zakresu od 0 — 3500 cm’
(Rys. 44) uwidacznia pasma charakterystyczne dla aragonitu 1090, 704, 212 i 160 cm™ z
kolei pasma 1360, 1660 1 2870 cm’! moga by¢ przypisane chitynie.
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Rys. 44 Widmo ramanowskie uzyskane dla szkieletu sepii; a- piki od aragonitu, ch - piki od chityny)
wraz ze wzorcem chityny (http://www.models.kvl.dk/users/engelsen/specarb/specarb.html).

Ramanowskie mapy rozkladu wykonane dla czestotliwosci 1100 i 1660 cm” sa
przedstawione razem ze zdjgeciem optycznym pokazujacym miejsce przeprowadzania

analizy powierzchniowej (Rys. 45).

Rys. 45 Mapy rozkladu aragonitu i chityny w szkielecie sepii. Zdjecie optyczne przekroju
poprzecznego z zaznaczonym obszarem analizy (a), mapa rozkladu aragonitu (b) i mapa rozkladu
chityny (c).
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Warstwy aragonitowe i chitynowe mozna fatwo dostrzec. Najbogatsze w aragonit

okazaty si¢ miejsca wzdtuz kolumny, podczas gdy najubozsze wzdtuz przegréd.

[y ]

Rys. 46 Mapa rozkladu aragonitu w kolumnie nalozona na zdjecie optyczne uzyskane dla badanego
fragmentu.

Mapa rozktadu aragonitu dla piku 1090 cm™ wykonana dla fragmentu kolumny
(Rys. 46) pokazuje wyraznie, ze jasniejsze fragmenty kolumny zawieraja wigksze iloSci
aragonitu, co wczesniej sugerowata analiza punktowa.

Zeby oznaczyé iloéé sktadnikéw organicznych w prébce oraz zbadaé termiczna
stabilno$¢ biomaterialu 1 zmiany zachodzace w szkielecie, wywotane przez wzrost
temperatury zastosowalem termiczna analiz¢ wagowa. Krzywa TGA oraz krzywa
pierwszej pochodnej przedstawione na Rys. 47 pokazuja, ze probka traci wage w spos6b
ciagty do temperatury ok. 225°C. Powyzej 225°C spadek masy jest skokowy, co jest
spowodowane rozkladem materii organicznej. Probka traci ok. 9.8 % masy podczas tej
przemiany. Rozktad matrycy organicznej konczy si¢ w temperaturze ok. 575°C a zaczyna
si¢ rozktad weglanu wapnia w temperaturze ponad 600°C. Temperatura maksymalna
rozktadu matrycy organicznej przy zastosowanym tempie wzrostu temperatury wielko$ci
gradientu temperatury 3°C min”' wynosita 319°C i jest mniejsza niz ta ustalona dla f-
chityny przez Janga (Jang et al. 2004) (338°C), ktéra zostala wyznaczona w wyniku
analizy TGA prowadzonej w przeptywie azotu. Dodatkowo przesuniecie piku temperatury

maksymalnej rozktadu w kierunku nizszych temperatur moze by¢ spowodowane przez



obecnos¢ w badanym materiale sktadnikéw organicznych mniej stabilnych niz chityna.

Wartos¢ Tm rozktadu weglanéw wynosita 827°C.
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Rys. 47 Krzywa TGA uzyskana dla proébki szkieletu Sepia Officinalis.

Procentowe oznaczenie S$redniej zawarto$ci pierwiastkow w probkach zastaly
wykonane w Instytucie Materialow w Barcelonie metoda emisyjnej spektrometrii
atomowej ze wzbudzeniem w plazmie - ICP-AES. Wykonano analizy na zawarto$¢: Na,
Mg, K, Fe, Sr. Stgzenia przeanalizowanych pierwiastkbw w prébce sepii znajduja si¢ w
Tab. 4.

Tab. 4 Stezenia pierwiastkow w szkielecie matwy oznaczone metoda ICP-AES.

Pierwiastek Stezenie [%] o
Na 1.0 £0,042
Mg 0.133 +0,005
K 0.26 +0,009
Fe 0.03 £0,002
Sr 0.28 +0,007

Catkowita zawarto$¢ azotu, wegla i wodoru zostala oznaczona w prébkach

szkieletu za pomoca analizatora CHN. Tab.5 zawiera wyniki tych analiz.
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Tab. 5 Stezenia wegla, azotu i wodoru w probcee szKieletu Sepia Officinalis oznaczone za pomoca
analizatora pierwiastkow tworzacych zwiazki lotne.

Pierwiastek Stezenie [%] +o
Azot 1.42 0,07
Wegiel 15.36 £0,97
Wodér 0.68 £0,05

Poréwnujac oznaczona zawartos¢ C w probkach wynoszaca 15.36 % z teoretyczna
zawartoscia C w weglanie wapnia 12.00 % 1 47.29 % w chitynie, maksymalne zawartosci
CaCOs1i chityny w szkielecie moga by¢ ustalone na odpowiednio na poziomie 90.5 % i 9.5
%. Jednak zawarto$¢ azotu pochodzacego z chityny powinna wynosi¢ ok. 0.65 %, podczas
gdy jest go 1.48 %. Ta podwyzszona ilos¢ moze by¢ spowodowana obecnoscia niektorych
biatek trudno wykrywalnych z zastosowaniem technik stosowanych w tej pracy, ale
wykrytych 1 opisanych w pracy Dauphin (Dauphin and Marin 1995). Musza by¢ one
zbudowane z bardzo lekkich aminokwaséw, zeby zawiera¢ tg brakujaca ilo$¢ azotu,
oznaczong na analizatorze CHN. Prawdopodobnie niektére pasma obserwowane w
zakresie matych katow na dyfraktogramach i nienalezace do chityny moga by¢ zwiazane z

obecnoscia tych protein.

Podsumowanie

Szkielet wewnetrzny Sepia Officinalis poddano badaniu 1 za pomoca réznych
uzupetniajacych si¢ technik mikroskopowych i analitycznych w celu okreslenia jego
struktury i skladu chemicznego. Na poczatku dla badanych prébek przeprowadzono
obserwacje mikroskopowa, ktéra wykazata, ze warstwa brzuszna szkieletu matwy sktada
si¢ z ze specyficznych warstw tworzacych tzw. przegrody i kolumny. Dodatkowo dato si¢
zauwazy¢ na kolumnach warstwy tworzace bardzo uporzadkowana podstruktureg.

Analizy chemiczne 1 fizykochemiczne pozwolily na ustalenie struktury, sktadu i
rozmieszczenia poszczegdlnych sktadnikéw chemicznych (pierwiastkéw lub zwiazkow)
znajdujacych si¢ w szkielecie. Dla probki szkieletu przeprowadzono analizy jako$ciowe na
obecnos¢ pierwiastkow metodami EPMA, XRF, SRIXE i PIXE, poprzez wzbudzenie
charakterystycznego promieniowania X pierwiastkow. Metody te pozwolity réwniez na
ocen¢ rozkladu pierwiastkbw w reprezentatywnych miejscach na przekrojach
poprzecznych strefy brzusznej badz grzbietowej szkieletu. Analizy metoda spektrometrii
Ramana miaty na celu identyfikacj¢ i1 okreslenie powierzchniowego rozkladu zwigazkoéw

tworzacych szkielet na jego przekroju poprzecznym. W technice tej rejestruje si¢ sygnaty
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pochodzace od drgan wiazan (ich energia jest charakterystyczna i zalezna od otoczenia
atomowego) 1 na tej podstawie dokonuje si¢ identyfikacji zwiazkéw. W sytuacji, gdy
mozliwa byta identyfikacja na podstawie wzorca, byto to wykonywane. Dyfraktometri¢
rentgenowska — XRD, spektrofotometri¢ w podczerwieni - FTIR oraz czgsciowo
spektrometri¢ Ramana wykorzystano do analiz strukturalnych. Dla prébek wykonano
rowniez analizy iloSciowe CHN, AAS oraz ICP-AES oraz TGA.

Obecnos¢ gtéwnego nieorganicznego skiadnika szkieletu, jakim jest aragonit —
polimorficzna odmiana weglanu wapnia oraz B-chityny tworzacej rusztowanie konstrukcji
szkieletu wykryto metoda dyfrakcji rentgenowskiej i spektrofotometrii w podczerwieni.
Duza intensywno$¢ refleksu 002 uzyskanego za pomoca dyfraktometru rentgenowskiego
dla analizowanej ptaszczyzny, zorientowanej rownolegle do przegrody a prostopadiej do
kolumn badanej probki pozwolita na ustalenie preferowanej orientacji krystalitow
aragonitu w kolumnach jako <001>.

Podczas analiz EPMA w prébkach szkieletu wykryto: C, O, Fe, Na, Mg, Sr, P, S,
Al Cl, K, Bri Ca. Dla wybranych pierwiastkw wykonano mapy rozktadu. Na fragmencie
przekroju strefy brzusznej (fragmakonu) zawierajacym dwie przegrody z taczacymi je
kolumnami rozktady bromu, sodu, magnezu, wapnia i wegla wykazuja, ze miejsca bogate
w wapn maja niska zawarto$¢ magnezu, sodu i bromu. W przypadku map rozktadu sygnatu
pierwiastkéw, wykonanych dla sasiadujacych stref grzbietowej i1 brzusznej mozna
zauwazy¢ natomiast, ze wigcej wapnia znajduje si¢ w strefie grzbietowej prébki. Podobna
sytuacje obserwuje si¢ rowniez w przypadku strontu i zelaza. W strefie brzusznej

natomiast znajduje si¢ wigcej wegla, siarki i chloru.

Uzupetniajaca analiza przeprowadzona za pomoca sondy protonowej wykazata
obecnos¢ glinu, strontu, siarki, chloru i wapnia. Rozmieszczenie wapnia ustalone na
przekroju poprzecznym szkieletu dzigki tej analizie okazalo si¢ by¢ bardzo zblizone do
tego uzyskanego za pomoca sondy elektronowej. Natozone na siebie mapy rozkladu
wapnia uzyskane tymi metodami uwidaczniaja szereg powtarzajacych si¢ fragmentow

tworzacych komory szkieletu.

Dzigki zastosowaniu metody SRIXE ze wzbudzeniem pierwiastkéw
promieniowaniem rentgenowskim pochodzacym ze zrédta synchrotronowego, udato si¢
zidentyfikowa¢ dodatkowo w probkach obecnos¢ srebra i1 jodu oraz miedzi 1 niklu. Mapy
wykonane dla pierwiastkdw wykrytych ta metoda nie odwzorowuja zbyt dobrze kolumn

wystgpujacych pomigdzy przegrodami w badanej prébce. Widoczne sa za to dobrze
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przegrody, co $wiadczy o duzej gestosci probki w strefie przegréod Duzy sygnat wapnia w
przegrodach §wiadczy o tym, ze na granicy warstwy chitynowej i kolumn znajduje si¢
bardzo cienka warstwa bogata w weglan wapnia, ktory dobrze przylega do chityny tworzac
razem z chityna przegrodg. Potwierdza to zdjecie optyczne probki, na ktérym wida¢, ze
warstwa przegrody jest jednolita.

Metoda XRF pozwolita na wykrycie w prébce sepii: Ca, Sr, P, S, Ar, Fe, Ni, Cu
oraz Zn. Dzigki zastosowaniu detektora konfokalnego mozliwe byto uzyskanie obrazu
trojwymiarowego rozkladu pierwiastkow w probce, ktory stanowi bardzo dobre
uzupetnienie wynikow uzyskanych metodami: EPMA, PIXE i SRIXE. Na uzyskanych
rozktadach przestrzennych pierwiastkéw widoczne sa: zaréwno przegroda jak i kolumny,
chociaz dos¢ stabo. Ta stabo widoczna strefa kolumnowa probki, ze wzgledu na jej
mniejsza ggstos¢ mogla by¢ dobrze penetrowana przez promienie X, dzigki czemu udato
si¢ odtworzy¢ tréjwymiarowy rozklad pierwiastkow wystgpujacych w przegrodzie i w
kolumnach, a szczegdlnie wapnia i strontu. Wysokie st¢zenie tych pierwiastkéw w strefie
przegrody mozna wyjasni¢ wigksza gestoscia przegrdd skiadajacych si¢ po czgsci z warstw
wapiennych. Na podstawie uzyskanych wynikéw mozliwe byto rowniez ustalenie stosunku
Sr/Ca uwazanego za chemiczny wskaznik temperaturowy i przedstawienie wyniku w
formie tréjwymiarowej. Na uzyskanym filmie wida¢, ze kolumny skladaja si¢ z

segmentow.

Analizy za pomoca spektrometru Ramana pozwolily na ustalenie rozktadu
przestrzennego gtéwnych sktadnikéw mineralnych i organicznych w badanym szkielecie.
Mapy rozktadu wykrytych zwiazkéw na przekroju zawierajacym przegrode z przylegajaca
do niej kolumna wykazaty, ze kolumny sg bogatsze w aragonit niz przegrody. Odwrotnie
jest dla B-chityny, co §wiadczy o tym, Ze rusztowanie, ktére stanowi chityna jest otoczone
warstwami aragonitowymi a warstwy chityny oraz aragonitu przeplataja si¢ nawzajem.
Mapa rozktadu aragonitu wykonana natomiast dla fragmentu kolumny wykazuje wyraznie,
ze jasniejsze fragmenty kolumny widoczne na zdjgciach optycznych zawieraja wigksze
ilosci aragonitu niz ciemniejsze.

Termalna analiza wagowa (TGA) wykazala, ze materiat szkieletu rozktada si¢ w
dwéch etapach. Pierwszy spadek masy (Tm = 319°C) byl spowodowany przez spalenie
materii organicznej obecnej w probce a drugi rozktadem aragonitu (Tm = 827°C). Dzigki

tej metodzie udato si¢ ustali¢ zawarto$¢ matrycy organicznej w probkach na poziomie
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9.8% z czego wigkszos¢ stanowi B-chityna. Jest to wynik bardzo dobrze uzupetniajacy si¢
z wynikami analiz C:H:N (Tab. 5).

Warto wspomnie¢, ze wyniki uzyskane podczas analiz technikami: PIXE, EPMA,
SRIXE 1 XRF pokrywaja si¢ tylko czgsciowo. Bardzo czgsto natomiast uzyskujemy
wyniki, ktére si¢ uzupelniaja. W przypadku analizy szkieletu sepii zalezato mi na detekcji
wszystkich sktadnikéw probki, co nie bytoby mozliwe przy zastosowaniu wylacznie jednej
z omawianych metod. Analiza za pomoca sondy elektronowej jest jedyna, na ktorej mozna
uzyskac sygnat wegla, tlenu 1 magnezu. Metody SRIXE i PIXE sa bardziej odpowiednie do
detekcji cigzszych pierwiastkéw. Metoda PIXE ponadto ze wzgledu na pracg w prézni i
mniejsza drogg optyczna prébka-detektor pozwala na detekcje nawet $ladowej ilosci
pierwiastkéw w probkach. Niestety w przypadku przeprowadzonych analiz za pomoca
sondy protonowej problemem byla zbyt niska rozdzielczos¢ spektralna detektora w
zastosowanym urzadzeniu. Za najciekawsze 1 wnoszace najwigcej informacji mozna uznac
jednak pomiary za pomoca sondy XRF z zastosowaniem lampy rentgenowskiej. Pomimo
zastosowania wiazki o duzej Srednicy wynoszacej 15um i niskiej intensywnos$ci dzigki
zastosowaniu detektora konfokalnego udato si¢ przeprowadzi¢ analiz¢ wglebna probki
pozwalajaca na zobrazowanie tréjwymiarowego rozkladu pierwiastkow. Niestety
prowadzenie analizy w powietrzu oraz sama natura probki powoduja, ze nie jest mozliwa
detekcja lzejszych pierwiastkow takich jak magnez, potas i s6d, ktorych sygnaly sa
absorbowane w powietrzu na drodze do detektora.

Omawiajac powyzsze techniki warto tez wspomnie¢, ze sama morfologia probki
ma duzy wplyw na skuteczno$¢ analizy tymi metodami. Prébka szkieletu matwy jest
porowata, krucha i nieréwna na powierzchni, przez co niemozliwe jest przygotowanie
zgtadu polerskiego do analiz za pomoca sond, co szczegélnie odbija si¢ na jakosci
pomiaré6w za pomoca skaningowego mikroskopu elektronowego. Dodatkowo,
zastosowanie prézni powoduje, ze kolumny skruszone podczas cigcia przy powierzchni
probki sa wyrywane a badana powierzchnia ulega destrukcji i1 nastgpuje zafalszowanie
wynikéw, szczegdlnie podczas mapowania i skanéw liniowych. W przypadku analizy za
pomoca sondy protonowej rowniez duza energia (2MeV) protonéw z wiagzki przyczynia si¢
do wypalenia badanej powierzchni przekroju szkieletu matwy do tego stopnia, ze
niemozliwy byt drugi pomiar w tym samym punkcie. Analizy SRIXE i XRF nie pozwalaja
na detekcje lekkich pierwiastkéw, ale ze wzglegdu na duza zdolnos¢ penetracji

promieniowania X, stosowanego jako zrédto wzbudzenia nie wymagaja stosowania prézni
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i moga by¢ przeprowadzane w powietrzu. Jest to wielka zaleta tych metod w przypadku,
gdy analizie chcemy podda¢ probki ulegajace uszkodzeniu w prozni. Badania za pomoca
sondy XRF z konfokalnym detektorem, pozwalajacym na analiz¢ tréjwymiarowa
biomateriatéw podobnych do szkieletu Sepia Officinalis powinny podobnie jak w
przypadku tejze dostarczy¢ wielu cennych informacji o przestrzennym rozmieszczeniu

pierwiastkéw w badanej strukturze.
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3.3.2. Rostra Belemnitida: Hibolites sp., Belemnella sp. i Belemnitella sp.

W celu okreslenia budowy i mikrostruktury rostréw belemnitéw prébki Hibolites sp.,
Belemnella sp. i Belemnitella sp. poddano szeregowi analiz chemicznych i strukturalnych
takich jak: dyfraktometria rentgenowska (XRD); spektrometria fluorescencji
rentgenowskiej XRF z zastosowaniem promieniowania rentgenowskiego ze zrddia
synchrotronowego (SRIXE), protonéw (PIXE) i elektronéw (EPMA) jako wiazki
wzbudzajacej; spektrometria ramanowska, spektrofotometria w podczerwieni (FTIR),
absorpcyjna spektrometria atomowa (AAS), emisyjna spektrometria atomowa ze
wzbudzeniem plazmowym (ICP-AES) oraz termiczna analiza grawimetryczna (TGA).
Czes¢ wynikéw zgromadzonych dla probki Hibolites sp. i wnioski plynace z badan
przedstawiono w pracy opublikowanej w Journal of Alloys and Compounds (Florek et al.
2004). W ramach niniejszego rozdziatlu oméwi¢ kolejno wyniki uzyskane dla badanych
okazow.

Rostrum Hibolites sp

Jako pierwsza zostata przebadana probka Hibolites sp. z wieku Oxford (P6zna Jura)
pochodzaca z Jury Krakowsko — Czgstochowskiej. Do analiz pobrano fragment przekroju
poprzecznego czgsci rostrum solidum (Rys. 5), przygotowanego w formie zgtadu. Rys. 48a
przedstawia zdjecie przekroju probki wykonane w powigkszeniu za pomoca mikroskopu
optycznego. Wida¢ wyrazne i regularne pierScienie znajdujace si¢ pomiedzy czeScia
srodkowa znajdujaca si¢ w okolicy linii wierzchotkowej (ang. apical line- Rys. 5) a
zewnetrzng krawedzia probki.

Przed pomiarami fluorescencyjnymi przeprowadzono dla danej prébki badania
luminescencyjne, ktére mialy na celu oceng jej stopnia zanieczyszczenia. Badanie
przeprowadzono z zastosowaniem detektora katodo-luminescencyjnego (CL). Proba data
rezultat negatywny, z nieznaczna tylko luminescencja czgsci srodkowej, w strefie
peknigcia nieistotnej dla pomiaréw oraz w strefie zewngtrznej probki (Rys. 48c), co moze

wskazywac na niewielkie diagenetyczne zanieczyszczenie probki.

Uzywajac sondy synchrotronowej wykonano pomiary intensywnosci rozproszenia
promieniowania X przez probke, ktéra zarejestrowano w postaci zdjgcia (Rys. 48b).
Uzyskane ta droga sygnaly pochodza ze zmian ggstosci oraz rozkladu centréw

rozpraszania probek. Zmiany ggstosci wynikaja ze zmian topograficznych na granicach
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ziaren, za$ centra rozpraszania sa zwigzane z potencjalna obecno$cia domieszek tlenkow

metali w matrycy rostrum.

} 1400pm |

Rys. 48 Przekréoj poprzeczny rostrum cavum Hibolites sp.. A) Zdjecie optyczne wraz z zaznaczonymi
strefami zewnetrzng i wewnetrzng oraz pierscieniami. B) Obraz z SEM, uzycie elektronéw wstecznie
rozproszonych. C) Zdjecie z katodo-luminescencji.

Pierwsze analizy fluorescencyjne za pomoca metody SRIXE pozwolily na wykrycie
pierwiastkéw o $redniej liczbie masowej. W prébce stwierdzono obecnos¢: P, Ti, Fe, Zn
oraz Ca. Pomiary wykonano w taki sposéb, aby uzyska¢ dobre odwzorowanie sktadu
jakosciowego probki wzdtuz linii pomiaru przeprowadzonej przez kolejne pierscienie
widoczne na zdjeciu optycznym prébki (Rys 48a). Liniowy rozklad natg¢zenia
promieniowania rozproszonego natozonego na liniowy profil wapnia, ktéry jest gtéwnym
sktadnikiem prébki znajduje si¢ na Rys. 49. Krzywa profilu rozproszonego
promieniowania X pokrywa si¢ z krzywa skanu chemicznego dla wapnia. Oba skany sa
bardzo podobne. Stopien korelacji miedzy sygnalem wapnia i nat¢zeniem promieniowania

rozproszonego jest wyrazony na Rys. 50.
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Rys. 49 Porownanie profilu sygnatu wapnia (pomiar SRIXE) z rozkladem natgzenia promieniowania
rozproszonego wzdhuz linii pomiaru prébki belemnitu Hibolites sp.
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Rys. 50 Korelacja pomigdzy sygnalem promieniowania rozproszonego a sygnalem wapnia, dane jak z
Rys. 49; R?=0,99

Duza zbiezno$¢ sygnatu wapnia z sygnalem promieniowania rozproszonego moze
wskazywac, ze porowatos¢ jest gléwnym czynnikiem wplywajacym na zmiennos¢ sygnatu
wapnia w tego rodzaju prébkach. Minimalna warto$¢ sygnatu wapnia i intensywnosci
rozproszenia stwierdzono dla wewngtrznej strefy przekroju poprzecznego belemnitu,

otaczajacej lini¢ wierzchotkowa rostrum.

Ti, Fe 1 Zn wykryte w badanej probce naleza do typowych sktadnikéw
pojawiajacych si¢ w wyniku diagenezy. Moga one pojawia¢ si¢ w rostrach po kontakcie z

roztworami zawierajacymi jony Ti**, Fe** i Zn**, badz ich zwiazkami kompleksowymi
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przesaczajacymi si¢ przez warstwy sedymentacyjne. Czg$¢ zelaza 1 cynku zostala
prawdopodobnie osadzona juz w trakcie tworzenia si¢ rostrum. Wykres przedstawiajacy
podobienstwo pomig¢dzy rozmieszczeniem przestrzennym sygnatu zelaza i cynku znajduje

si¢ na Rys. 51.
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Rys. 51 Sygnaly Fe i Zn na przekroju poprzecznym belemnitu Hibolites sp.; zobacz ograniczone
podobienstwo.

Rozmieszczenie liniowe zelaza jest bardzo symetryczne i przypomina symetri¢
szczeg6tow widocznych na optycznym przekroju poprzecznym rostrum. Sygnat cynku jest
podobny do sygnatu zZelaza blizej linii wierzchotkowej probki (lewa czgs¢ wykresu) a
zupelnie rézni si¢ w czgsci pozostalej. Podobienstwo w rozktadzie zwiazkéw cynku i
zelaza jak réwniez ich duza zawarto§¢ wewnatrz drobnokrystalicznej i porowatej strefy
kalcytowej linii wierzchotkowej moze sugerowac gtownie diagenetyczne pochodzenie tych
kationéw. Podobna sytuacja zachodzi dla tytanu. Z drugiej strony male i zblizone sygnaty
pierwiastkéw metalicznych w dobrze skrystalizowanej strefie kalcytu sugeruje, Ze moga to

by¢ rowniez sktadniki pierwotnie, wystepujace w szkielecie weglanowym.

Informacje o dystrybucji pierwiastkow w prébce belemnitu Hibolites sp. uzyskane
za pomoca sondy synchrotronowej uzupetniono wynikami z sondy elektronowej. Pomiar
przeprowadzono dla tego samego fragmentu probki. Wykonano skan liniowy obejmujacy
cala strefe srodkowa az do brzegu prébki. Réznice warunkéw analiz takie jak rodzaj

wiazki wzbudzajacej, dlugos¢ drogi optycznej podczas pomiaru (réznice w odlegtosci
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probki od detektora) oraz zastosowana préznia w przypadku analiz EPMA sprawiaja, ze
metody roznig si¢ czutosciag. Konsekwencja tego byty réznice intensywnosci sygnatow w
obu analizach. Przy zastosowaniu sondy elektronowej przewazaty sygnaty pochodzace od
pierwiastkéw o malej liczbie atomowej. Dzigki zastosowaniu tej metody wykryto w prébce
takie pierwiastki jak: P, Ca, C, S, K, Na, O, Cl, Si, Mg i Al, z ktérych rozktad kilku wart
jest szczegétowego omowienia. Na Rys. 52 zestawiono skany liniowe potasu i chloru.
Whprost proporcjonalna zalezno$¢ wystgpujaca pomig¢dzy potasem i chlorem (R?=0,5687)
sugeruje, ze pierwiastki te moga tworzy¢ jeden zwiazek. Podobna sytuacja zachodzi dla

sodu i chloru, ktére moga wystgpowac w prébce jako NaCl.
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Rys. 52 Profil EPMA potasu i chloru, prébka rostrum Hibolites sp.; R*=0,5687.

Analiza za pomoca sondy elektronowej jest wilasciwie analiza pot-ilosciowa,
dlatego stgzenie potasu ustalone dzigki pomiarowi za pomoca sondy elektronowej
zweryfikowano wykonujac analiz¢ metoda atomowej spektrometrii absorpcyjnej ze
wzbudzeniem w ptomieniu acetylenowo-tlenowym (FAAS). Uzyskany wynik $redniej
zawartosci potasu w probce (160 =14 ppm) postuzyt do korekty st¢zenia obliczonego na
podstawie widma EDS. Srednie stezenie potasu na profilu umieszczonym na Rys. 52
uwzglednia ta poprawkeg. Stezenie Sr w badanej probce wyznaczone réwniez metoda
absorpcyjnej spektrometrii atomowej wynosito 1000 £75 ppm i bylo zblizone do wynikéw
opublikowanych w pracy Szlena 1 Karstanga (Szlen and Karstang 1989). Metod¢ AAS

wykorzystano réwniez do weryfikacji obecnosci 1 stgzenia Mn, jednego z giéwnych
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wskaznikéw diagenezy w probkach. Proba data wynik negatywny przy limicie detekcji

LD= 0,02ppm. Obecno$ci manganu nie wykryto rowniez w pomiarach metoda EPMA.

Stezenia glinu i krzemu (Rys. 53) oznaczone za pomoca sondy elektronowej sg ze

soba dos¢ dobrze skorelowane.
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Rys. 53 Profil EPMA krzemu i glinu, prébka Hibolites sp. z wieku oksfordzkiego (R’= 0.3822).

Stosunek molowy Al/Si w prébce Hibolites sp. jest bardzo zblizony do wartosci 2:1.
Prawdopodobnie oba pierwiastki pojawily si¢ w probce w wyniku procesu diagenezy. Ich
proporcje mozna wyjasni¢ jako rezultat tworzenia si¢ zasadowych glinokrzemianéw z
roztworéw Si(OH)s 1 AI(OH); sugerowanego przez niektérych autoréw (Exley and
Birchall 1993; Doucet et al. 2001). W niezaleznych badaniach prébek z Jury Krakowsko-
Czestochowskiej stwierdzono, ze kontakt z autogenicznym Si (sktadnik skaty) nie zmienia

pierwotnej mikrostruktury kalcytu (Daley and Boyd 1996).

Z wynikéw uzyskanych metoda EPMA mozna wywnioskowa¢, ze w préobce
wystgpuje nadmiar wegla w stosunku do wapnia i1 tlenu (odpowiadajacym zawartos$ci
weglanu wapnia w probce), poniewaz $rednia zawarto$¢ wapnia oznaczona ta metoda
wynosi 14,4% a wapnia 31,9% a ich stosunek masowy wynoszacy 0,4543 jest wigkszy od
stechiometrycznej proporcji wegla 1 wapnia w kalcycie, ktéry wynosi 0,3. Co ciekawe,
stgzenie wegla okazato si¢ odwrotnie proporcjonalne do st¢zenia wapnia (R2:0,7947).

Zaleznos¢ ta przedstawiono na Rys. 54.
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Rys. 54 Profil Ca w stosunku do odwréconego nadmiarowego (organicznego) sygnatu C; R*=0,7947.
Taki nadmiar wegla w matrycy nieorganicznej byt juz wczesniej zaobserwowany
dla szkieletéw migczakéw (Weiner et al. 1979), a jego obecnos¢ w szkieletach skamielin
moze $wiadczy¢ o zachowaniu si¢ czg$ci materii organicznej wystepujacej pierwotnie w

probkach lub wtérnym zanieczyszczeniu probki przez zwigzki organiczne.

Dokonujac analizy liniowej rozktadu pierwiastkéw w préobce nie mozna pominaé
tzw. wskaznikéw geo-temperaturowych lub paleo-temperaturowych opisywanych w czesci
literaturowej pracy. Wiadomo, ze warstwy przyrostu moga odznaczaé si¢ we
wspoélczesnych 1 skamieniatych probkach zmiennymi wartosciami stosunkéw Mg/Ca i
Sr/Ca (Steuber 1999; Van der Putten et al. 2000). Poniewaz uwaza sig, ze zmiany tych
sygnaléw mozna powiaza¢ ze zmianami temperaturowymi, w ktérych tworzyt si¢ szkielet,
wyniki zestawiono z profilem optycznym probki (Rys. 55), ktéry odzwierciedla zmiany
okresowe w postaci widocznych pierscieni (patrz Rys. 48a). Dla mierzonej probki mozliwe
bylo tylko ustalenie lokalnego stosunku Mg/Ca za pomoca pomiaréw Mg przy uzyciu
sondy elektronowej. Zmiany sygnalu Mg/Ca w prébce poréwnane z profilem optycznym
uzyskanym wzdtuz linii pomiaru wykazaly zauwazalng korelacj¢ pomigdzy szczegétami
probki obserwowanymi optycznie i zmianami stosunku Mg/Ca (Rys. 55). Niska wartos¢
stosunku molowego Mg/Ca koresponduje z jasnymi miejscami przekroju poprzecznego, co
przy zalozeniu prawidtowosci hipotezy dotyczacej termometrycznego znaczenia stosunku
Mg/Ca oznacza, ze jasniejsze regiony (wigksza intensywnos¢ wyrazona w skali szarosci)

formowaty si¢ w nizszych temperaturach
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Rys. 55 Poréwnanie sygnatu Mg/Ca i odwréconego profilu optycznego.

W omawianym eksperymencie ustalono, ze dla badanej probki stosunek molowy
Mg/Ca miesci si¢ w granicach 9-12 [mmolMg/molCa] a uzyskane wyniki bardzo
przypominaja wartosci stosunku Mg/Ca uzyskane dla kalcytu w mikroskopijnych
szkieletach planktonu foraminifera (Lea et al. 1999). Korzystajac ze skali temperaturowej
zastosowanej przez Lea i in. I wyprowadzonej przez Rosenthal i in. (Rosenthal et al. 1997)
(wzér V) oraz $redniego stosunku Mg/Ca obliczonego dla rostrum Hibolites sp. (11,14
mmolMg/molCa) ustalono, ze temperatura oceanu mogla wynosi¢ +25 °C. Z niezaleznych
badan bazujacych na izotopie tlenu B0 dla tego rodzaju probek i1 tego samego okresu
geologicznego, ustalono $redniag warto$¢ temperatury oceanu na +12°C (Wierzbowski
2002), co stanowi réznice 13°C. Wyniki uzyskane dla rostrum Hibolites sp. przypominaja
rzedem wielko$ci zmiany stosunku Mg/Ca otrzymane przez Dwyera dla ostryg (Dwyer et
al. 2000). Z pomiaréw Saelena 1 Karstanga (S@len and Karstang 1989) wynika, ze
przyblizony stosunek Mg/Ca dla wielu r6znych prébek belemnitoéw wynosi 9.5. Wartos¢ ta
jest zgodna w (rozsadnym przedziale) z moimi wynikami. Dowodzi to, ze kalcyt w
belemnituch miat wlasny specyficzny stopien wbudowywania magnezu. Prawdopodobnie
stosunek Mg/Ca moze by¢ przeliczony do skali termometrycznej w specyficzny sposob
tylko dla préobek belemnitéw i zweryfikowany analiza izotopowa 180, po przebadaniu
statystycznie odpowiedniej ilo$ci probek. Uwazam, ze podobnie jak w przypadku korali
(Mitsuguchi et al. 1996; Stanley and Hardie 1998) zmiany stosunku Mg/Ca w rostrum
belemnitu moga by¢ zbiezne ze zmianami stref przyrostow rocznych. Zmiany okresowe
Mg/Ca zgadzaja si¢ z granicami pierScieni widocznymi na profilu optycznym wyrazonym
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w skali szaro$ci wzdluz linii promienia rostrum belemnitu, a pier§cienie widoczne na

profilu optycznym moga by¢ zakwalifikowane jako roczny przyrost rostrum.

W celu okreslenia sktadu mineralogicznego dla badanej prébki Hibolites sp.
wykonano analizy dyfrakcyjne metoda proszkowa dla strefy zewngtrznej 1 srodkowe;j

(blisko linii wierzchotkowej) prébki.
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Rys. 56 Dyfraktogramy uzyskane metoda proszkowa dla strefy wewnetrznej i zewnetrznej belemnitu
Hibolites sp..

Rys. 56 przedstawia uzyskane dyfraktogramy, z ktérych mozna wnioskowac, ze we
wszystkich probkach jedyna faza krystaliczna obecna w probkach jest kalcyt a state
sieciowe wynosza: a=5,0177, c=17,0978 dla warstwy zewngtrznej oraz a=4,9899,
c=17,0526 dla warstwy wewngtrznej. Obserwujemy nieznaczne zwigkszenie statych
sieciowych kalcytu tworzacego warstwe zewngtrzna. Prawdopodobnie w tej strefie
wbudowato si¢ w struktur¢ wigcej obcych pierwiastkéw, ktérych srednica jest wigksza od
atoméw wapnia. Tymi pierwiastkami, zmieniajacymi rozmiary sieci krystalicznej kalcytu
moga by¢ Fe i Zn, ktére wykryto w probkach za pomoca analizy XRF.

Wykonujac analizy metoda absorpcyjnej spektrometrii atomowej (AAS) wykryto
réwniez w probce obecno$¢ strontu, ale poniewaz pomiar byt przeprowadzony z fragmentu

zawierajacego obie strefy trudno jest przypisywac obecno$¢ strontu do strefy zewngtrznej

muszli.
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Rostrum Belemnella sp.
Kolejna badang probka bylo rostrum belemnitu gatunku Belemnella sp. pochodzacego

z okolic Zwierzynca z Pogérza Roztoczanskiego z okresu P6znej Kredy (wiek - Kampan).

Rys. 57 Zdjecie optyczne (A) i luminescencyjne (B) przekroju poprzecznego rostrum belemnitu
Belemnella sp. pochodzacego z Roztocza.

Podobnie jak dla poprzedniej probki, najpierw przeprowadzono obserwacj¢ optyczna
zgladu a nastgpnie sprawdzono, czy probka ulega luminescencji pod wptywem
promieniowania UV. Wystapienie zjawiska luminescencji wskazuje na diagenez¢ probki a
jego brak swiadczy, ze probka nie ulegla procesowi diagenezy. Rys. 57 przedstawia
zdjecie optyczne oraz luminescencyjne prébki rostrum Belemnella sp. wykonane przy
pomocy mikroskopu optycznego. Zdjecia mikroskopowe prébek pokazuja regularng
pierscieniowg struktur¢ przekroju poprzecznego rostrum (Rys. 57a). Zdjgcia optyczne
uzyskane z zastosowaniem promieniowania UV (Rys. 57b) wskazuje, ze probka nie
wykazuje zbyt duzej luminescencji a wigc jest doS¢ dobrze zachowana. Chociaz strukturg
warstwowa belemnitéw mozna zaliczy¢ do najbardziej symetrycznych struktur obiektéw
wystepujacych w naturze symetria ta nie jest idealna. Na Rys. 57a wida¢, ze odlegtos¢
pomigdzy pierscieniami nie jest jednakowa a wielkosci krystalitow 1 ich roztozenie jest
rézne, szczegllnie w zewngtrznej warstwie probki. Zewngtrzne czgs$ci belemnitéw sa
zwykle zbudowane z bardziej wyksztatconych krysztatéw, sa kolorowe i przezroczyste a
ich warstwy sa wyrazniej zaznaczone. Wewngtrzne czgsci belemnitéw odpowiadajace
strefie blisko linii wierzchotkowej (centrum préobki) wygladaja na zbudowane z bardziej
zaggszezonych drobnych krysztalow 1 sa czgsto nieprzezroczyste. Taka prawidiowos¢
zaobserwowano réwniez dla badanego okazu Belemnella sp., dlatego zdecydowano si¢ na
wykonanie dalszych pomiaréw oddzielnie dla wewngtrznej i zewngtrznej czgsci tego

rostrum.
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Analizy chemiczne (SRIXE) dla przygotowanego przekroju wzdluz linii
przecinajacej kolejne pier§cienie wystgpujace w rostrum zostaly przeprowadzone z
uzyciem mikrosondy rentgenowskiej ze wzbudzeniem synchrotronowym w LURE
(Francja).

Przez przekréj poprzeczny rostrum Belemnella sp. poprowadzono skan liniowy
wykonany w dwodch etapach, oddzielnie dla czg$ci wewngtrznej 1 zewngtrznej rostrum. Do
analizy wewngtrzne] czeSci, blisko linii wierzchotkowej (czg$¢ Srodkowa prébki)
zastosowano krok przesuwu 10 wm, podczas gdy do analizy strefy zewngtrznej krok 100
pum. W prébcee zostaty wykryte: Ca, Cu, Zn, Si, Fe 1 Mn.

W pierwszej kolejnosci przedstawione zostang wyniki uzyskane dla strefy
wewngtrznej a nastgpnie dla strefy zewngtrzne;.

Podobnie jak dla prébki rostrum Hibolites sp. zmiany sygnatu wapnia wzdluz
promienia przekroju poprzecznego w strefie wewnetrznej probki pokrywaja si¢ dos¢
dobrze z profilem optycznym préobki. Rozktady Cu 1 Zn natomiast wzdtuz promienia tej
strefy sa praktycznie identyczne. ROwniez poziom ich stgzen wydaje si¢ by¢ zblizony
(Rys. 58).
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Rys. 58 Poréwnanie profili liniowego rozkladu Cu (linia czerwona) i Zn (niebieska) w strefie
wewnetrznej rostrum Belemnella sp.; R?*=0,6765.

Moze to §wiadczy¢ o tym, ze pierwiastki te wystgpuja wspolnie w jednaj strukturze badz
zanieczyszczaja matrycg kalcytowa w tym samym stopniu. Po odwréceniu sygnatu tych
pierwiastkéw widoczna jest dobra korelacja z sygnatem wapnia. Na Rys. 59 znajduja si¢

sygnaly wapnia i miedzi.
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Rys. 59 Odwrocony profil Cu zestawiony z profilem Ca, odzwierciedlajacym morfologi¢ prébki w
strefie wewnetrznej rostrum Belemnella sp.; R*=0,1622.

Moze to $wiadczy¢ o tym, ze miedZ i cynk nie wchodza do miejsc o duzej koncentracji
wapnia albo, ze zajmuja miejsca w probce o wigkszej porowatosci, odpowiadajace
mniejszemu zaggszczeniu wapnia.

Sygnaly miedzi i1 zelaza w wielu punktach pokrywaja si¢ z profilem optycznym
probki (Rys. 60 1 61), co sugerowatoby, ze moze istnie¢ pewien zwiazek barwy prébki z

obecnos$cia miedzi i zelaza.
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Rys. 60 Profil optyczny (linia czarna) zestawiony z sygnalem Cu (czerwona) w strefie wewnetrznej
probki, Belemnella sp..
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Rys. 61 Poréwnanie sygnalu Fe z profilem optycznym probki dla strefy wewnetrznej rostrum
Belemnella sp.

Jednakze miejsca o podwyzszonej zawartosci miedzi i zelaza sa jasniejsze (wigkszy
poziom intensywnos$ci w skali szaro$ci) niz reszta regionu strefy srodkowej probki, dlatego
kationy te nie moga by¢ mimo wszystko odpowiedzialne za zabarwienie probek.

Dwa kolejne pierwiastki wykryte w strefie wewnetrznej prébki Mn 1 K, nie
wykazywaly widocznych korelacji rozmieszczenia z innymi pierwiastkami i sygnatem
optycznym. W strefie wewngtrznej probki rostrum Belemnella sp. oprocz wymienionych
pierwiastkéw wykryto jeszcze obecnos¢ I ale jego stezenie byto sladowe.

Analiz¢ SRIXE drugiej czg$¢ belemnitu Belemnella sp. (strefa zewngtrzna)
przeprowadzono z krokiem przesuwu wynoszacym 100 um. W strefie tej podobnie jak w
strefie srodkowej (wewngtrznej) oprécz wapnia wykryto: Mn, Fe, Si, I, Cu, K i Zn oraz
wystapily te same zaleznosci (z kilkoma wyjatkami) pomigdzy pierwiastkami i sygnatem
optycznym. Dla strefy zewngtrznej stwierdzono, ze sygnal manganu jest odwrotnie
proporcjonalny do sygnatu wapnia (Rys. 62), co swiadczy o tym, ze czg$¢ zewngtrzna

ulegta wigkszej diagenezie niz wewngtrzna.
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Rys. 62 Profile Ca (glowny skladnik, linia czarna) i odwrécony sygnal Mn (czerwona) dla warstwy
zewnetrznej rostrum Belemnella sp.; R*=0,053.

Profil krzemu okazat si¢ zgodny z przebiegiem sygnatu manganu i innych cigzkich
pierwiastkéw (Fe, Cu i Zn), w przeciwienstwie do wewngtrznej czgsci rostrum, gdzie
takiej zaleznosSci nie obserwowano. Potas mial podobny rozktad jak krzem. Nie znaleziono
zadnych korelacji pomigdzy sygnalem promieniowania X rozproszonego na prébce z

rozktadem pierwiastkow wykrytych metoda SRIXE w tej strefie.

W kolejnym etapie badan, w celu oceny skiladu mineralogicznego prébki
przeprowadzono analiz¢ mikro-dyfrakcyjna za pomoca sondy dyfrakcyjnej z wiazka
rentgenowska pochodzaca ze zrédta synchrotronowego. Analiz¢ wykonano oddzielnie dla
czesci srodkowej (wewnetrznej) i zewngtrznej probki. Rys. 63 przedstawia transmisyjne
obrazy dyfrakcyjne uzyskane dla obu stref belemnitu. Na obrazie dyfrakcyjnym dla strefy
srodkowej probki (Rys. 63b) widoczne sa pierscienie charakterystyczne dla drobnych
krystalitow. Dla krysztaléw ze strefy zewngtrznej natomiast uzyskano obraz dyfrakcyjny

w postaci zbioru punktéw (Rys. 63a) charakterystyczny dla monokrysztatow.
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Rys. 63 Obrazy

wewnetrzna.

Pomiar dla strefy wewngtrznej powtérzono rowniez z zastosowaniem tradycyjnego
dyfraktometru ze zrédlem promieniowania X pochodzacym z lampy miedzianej - metoda

proszkowa. Uzyskano znacznie intensywniejsze refleksy kalcytu. Poréwnanie wynikéw z

analiz dyfrakcyjnych wykonanych przy pomocy sondy rentgenowskiej

dyfraktometru (metoda proszkowa) znajduja si¢ na Rys 64.

Intensywnosc [zliczenia/kanal]

Rys. 64 Dyfraktogramy dla strefy wewnetrznej rostrum Belemnella sp., uzyskane za pomoca sondy
synchrotronowej i metoda konwencjonalna (proszkowsa, lampa z anoda miedziana).
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Analiza dyfrakcyjna w obu przypadkach dala podobne rezultaty i pozwolita
wykluczy¢ obecnos¢ innych niz kalcyt skrystalizowanych mineraléw w probce.

W celu ustalenia Sredniej zawartosci wykrytych za pomoca sondy synchrotronowej
pierwiastkéw wykonano analizy metoda absorpcyjnej spektrometrii atomowej dla roztworu
roztworzonej probki. Stezenie zelaza wynosi 13 £2 ppm. Poziom manganu nie przekroczyt
granicy detekcji (LD=0,02 ppm) a st¢zenie miedzi 1 cynku uznano za nieistotne dla
procesOw diagenezy. Brak obecnosci manganu a rownoczesnie dos¢ niski poziom stgzenia
zelaza, ktéry w srednio zachowanych prébkach przekracza czgsto 100 ppm (S@len and
Karstang 1989) moze wskazywac na dobre zachowanie prébki.

Rostrum Belemnitella sp.

Ostatnig badana prébka byto rostrum Belemnitella sp. z wieku Kelowej (Srednia Jura)
pochodzacego z Jury Krakowsko —Czg¢stochowskiej. Analogicznie jak w przypadku
wczesniej badanych rostrum Hibolites sp. oraz rostrum Belemnella sp. najpierw wykonano
zdjecie optyczne zgtadu. Na podstawie zdjecia wybrano najbardziej reprezentatywne
miejsce do przeprowadzenia analizy liniowego rozktadu pierwiastkdw za pomoca sondy
elektronowej. Wykorzystujac sondg elektronowa, w probce wykryto: Ca, Si, Al, Mg, Na, O
iC.
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Rys. 65 Widmo kumulacyjne EPMA uzyskane dla prébki rostrum Belemnitella sp.
Rys. 65 przedstawia widmo kumulacyjne EPMA uzyskane dla prébki rostrum
Belemnitella sp. Sposréd wykrytych pierwiastkOw szczegdlna uwage zwraca wprost

proporcjonalna zalezno$¢ glinu od krzemu. Moze to §wiadczy¢ o penetracji rostrum przez
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sladowe ilosci rozpuszczalnych glinokrzemianéw. Korelacj¢ tych dwoch pierwiastkéw

mozemy zaobserwowac na Rys. 66.
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Rys. 66 Profile liniowego rozkladu glinu i krzemu w prébce belemnitu Belemnitella sp. wzdtuz linii
Iaczacej $rodek z brzegiem probki R*=0,2.

W przypadku Belemnitella sp. stosunek molowy stezen Al:Si wynosi 1:1 w
odréznieniu od probki Hibolites sp., dla ktérej wartos¢ ta wynosita 2:1. Uzyskany wynik
swiadczy o tym, ze badana probka zanieczyszczona jest wigksza iloscia krzemiandw
(kwarcu) niz glinokrzemianéw.

Rys. 67 przedstawia zdjgcie optyczne fragmentu badanej probki z natlozonym na nie
profilem optycznym uzyskanym za pomoca programu Micro Image 4.0. Wida¢ wyraznie,
ze minima sygnatu optycznego pokrywaja si¢ z ciemnymi prazkami przedstawiajacymi

omawiane juz wczesniej pierscienie
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Rys. 67 Zdjecie optyczne badanego fragmentu probki Belemnitella sp. z nalozonym profilem
optycznym pobranym do zestawien z wynikami EPMA.

Zmiana stosunku molowego Mg/Ca wzdluz linii pomiaru, obliczonego na
podstawie wynikow pomiaru EPMA dla magnezu i wapnia, podobnie jak w przypadku
rostrum Hibolites sp. okazala si¢ by¢ zbiezna z sygnalem optycznym probki. Rys. 68
przedstawia ta zalezno$¢. Uzyskany wynik potwierdza, ze stosunek Mg/Ca moze by¢
brany pod uwage jako chemiczny wskaznik temperaturowy, zalezny od czynnikéw
klimatycznych okreslajacy zmiang temperatury podczas tworzenia si¢ szkieletow
belemnitow. W przypadku badanego okazu rostrum Belemnitella sp. nalezy wykluczy¢ z
rozwazan skraje strefy zewngtrznej 1 wewngtrznej probki (znajdujace si¢ blisko linii

wierzchotkowej), ktére ulegly znacznemu zanieczyszczeniu kwarcem i glinokrzemianami.
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Rys. 68 Poréwnanie odwréconego sygnatu Mg/Ca z profilem optycznym probki.
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W kolejnym etapie badan rozkladu pierwiastkbw w rostrum Belemnitella sp.
przeprowadzono pomiar EPMA dla wybranego obszaru prébki i otrzymano mapy rozktadu
pierwiastkow. Badana prébka zostata uznana na etapie badan EPMA liniowego rozktadu
pierwiastkéw za bardzo zanieczyszczona, ze wzgledu na duza ilo$¢ krzemu obecna w
skrajnych strefach zewngtrznych i wewngtrznych (blisko linii wierzchotkowej) rostrum.
Mapa rozktadu pierwiastkéw wykonana metoda EPMA miata pozwoli¢ na doktadne
ustalenie rozmieszczenia zanieczyszczeh. Rys. 69 obrazuje powierzchniowe sygnatéw
powstajacych od: Ca, Si, C, Fe, Mg i Na na przekroju poprzecznym. Wida¢ wyraznie, ze
wapn jest w probce zastgpowany przez krzem, szczegdlnie w strefach najbardziej
podatnych na diagenezg, czyli w strefie wewngtrznej (blisko linii wierzchotkowej) i1

zewngtrznej probki.

Rys. 69 Mapy rozkladu pierwiastkow: Ca, Si, C, Fe, Mg i Na na przekroju poprzecznym rostrum
belemnitu Belemnitella sp. z Jury Krakowsko-Czestochowskiej.
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Zastanawiajace jest to, ze rozklad wapnia nie pokrywa si¢ idealnie z rozkltadem wegla.
Wynik ten zdaje si¢ wskazywac istnienie nadmiaru wegla w stosunku do wapnia (wegiel
nie pochodzi najprawdopodobniej jedynie z kalcytu). Wcze$niej taka korelacje odwrotnego
sygnaltu Ca z sygnatem C obserwowano dla prébki Hibolites sp., co $wiadczyto o
nadmiarze weggla. Najwyrazniej wegiel jest obecny w lepiej zachowanym fragmencie
probki Belemnitella sp. rOwniez w postaci zwiazkow organicznych lub innych niz kalcyt
nieorganicznych. Bardzo dobra korelacja C z sygnalem Mg mogtaby wskazywa¢ na
obecnos¢ weglanu magnezu w tej strefie lub sugerowaé, ze probke tworzy wysoko-
magnezowy kalcyt, co nalezaloby potwierdzi¢ analiza XRD. Rozktady Fe i Na (Rys. 69)
dobrze koreluja ze soba. Dodatkowo mozna stwierdzi¢, ze rozktady C, Fe, Mg i Na sa
zblizone do siebie a sygnalty Ca i Si sa odwrotnie proporcjonalne, natomiast sygnaty C 1 Ca
sq odwrotnie proporcjonalne w strefie dobrze zachowanej. W strefie zanieczyszczonej, ze
wzgledu na nieobecno$¢ weglanu wapnia i zastapienie go krzemionka poréwnywanie
rozktadu C i Ca nie miatoby sensu.

W celu weryfikacji wynikéw uzyskanych metoda EPMA, dla badanej prébki
wykonano réwniez analizy punktowe za pomoca mikrosondy protonowej w Instytucie

Fizyki Jadrowej PAN w Krakowie.
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Rys. 70 Widmo PIXE. Strefa ze znacznymi zmianami diagenetycznymi (A) i strefa dobrze zachowana

(B)
Pomiar przeprowadzono dla wybranych punktéw w strefie zewngtrznej (na

krawedzi probki) oraz w strefie dobrze zachowanej pomigdzy s$rodkiem a krawedzia

probki. Wyniki analiz w postaci widm przedstawiono na Rys. 70. Sygnaly krzemu 1 wapnia

okazaly si¢ zblizone do tych uzyskanych metoda EPMA. W strefie zewngtrznej
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dominowaty oprécz wapnia pierwiastki bedace najczgsciej zanieczyszczeniami
diagenetycznymi: krzem i mangan, ktérego nie wykryto za pomoca sondy elektronowej
(Rys. 70a). Obecno$¢ manganu potwierdza duzy stopien zanieczyszczenia probki. W
strefie najlepiej zachowanej gtéwnym pierwiastkiem struktury rostrum jest wapn (Rys.
70Db).

Stwierdzona nadmiarowa ilos¢ wegla w stosunku do wapnia (wigksza niz
wynikajaca z obecnosci w strukturze rostrum Belemnitella sp. jedynie kalcytu) sugeruje, ze
wegiel ten moze pochodzi¢ z innych nieorganicznych mineraléw lub zwiazkow
organicznych.

W celu potwierdzenia lub wykluczenia obecno$ci zwiazkéw organicznych w
probce belemnitu Belemnitella sp. wykonano analizy metoda spektrofotometrii w
podczerwieni oraz spektrometrii ramanowskiej. Analizy spektrofotometryczne (FTIR)
wykonano przygotowujac pastylki z rozdrobnionej prébki belemnitu (Smg) wymieszanej z
bromkiem potasu (250mg). Analiza nie wykazata obecno$ci zwiazkéw organicznych.
Uzyskano widmo praktycznie czystego kalcytu (Rys. 71). Wszystkie obserwowane piki
mozna przyporzadkowa¢ do weglanu wapnia. Ponadto mozna z cata pewnoscia wykluczy¢
obecnos¢ nawet niewielkiej ilosci aragonitu, ktéry mogtaby si¢ znajdowaé w probce. Na
widmie widoczny jest jedynie pojedynczy pik v=713cm™, charakterystyczny dla kalcytu a
nie ma charakterystycznego dla aragonitu podwdjnie zdegenerowanego piku w zakresie v

700=720cm’".
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Rys. 71 Widmo FTIR uzyskane dla sproszkowanej probki rostrum Belemnitella sp..
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Analizie FTIR poddano réwniez nierozpuszczalna pozostalo§¢ po wytrawieniu
probki IM kwasem solnym w celu sprawdzenia obecnosci w probce nierozpuszczalnej
pozostatosci zwiazkéw nieorganicznych lub organicznych. Poniewaz nierozpuszczalng
matryca organiczng wystgpujaca praktycznie zawsze w szkieletach migczakéw morskich
moze by¢ Chityna, zwrécono tutaj szczegdlna uwage na ten zwiazek. Analiza wykazala, ze
pozostatos¢ sklada si¢ gtownie z dwutlenku krzemu. Rys. 72 przedstawia wynik tej
analizy, zestawiony z widmem krzemionki uzyskanym podczas pomiaréw dla zelu
krzemionkowego. Pasmo dla v=695 cm’' mozna przyporzadkowaé nierozpuszczonej
pozostaloéci weglanu wapnia. Pasmo v=3620 cm” pochodzi najprawdopodobniej od
zanieczyszczen, zawierajacych wiagzanie O-H, powstatych podczas przygotowywania
probki lub od pozostatosci wody. Nie stwierdzono pasm charakterystycznych dla chityny 1

innych zwiazkéw organicznych.
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Rys. 72 Widmo FTIR pozostalosci szKkieletu po wytrawieniu proébki rostrum Belemnitella sp. w 1M
kwasie solnym.

W kolejnym etapie badan probke rostrum poddano analizie za pomoca
spektrometru Ramana wykorzystujac laser zielony o dtugosci fali A = 514 nm. Czas analizy

wynosit 20s na punkt a do analizy zastosowano wiazkeg o $rednicy 1pm i mocy 1 mW.
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Rys. 73 Widmo ramanowskie uzyskane dla probki rostrum belemnitu Belemnitella sp. z Jury
Krakowsko-Czestochowskiej. Uwage zwraca szczegdlnie wysoki poziom szuméw pochodzacych z
fluorescencji w ciemnej strefie, odpowiadajacej widocznym pierscieniom.

Prébke analizowano w taki sposéb, aby uzyska¢ sygnal ze strefy jasniejszej oraz
ciemniejszej, tworzacych widoczne na zdjeciu optycznym pierscienie. Dla obu pomiaréw
zastosowano identyczne warunki. Rys. 73 przedstawia widma uzyskane dla obu stref
belemnitu. Wysokie tlo zaglusza nawet giéwne najbardziej intensywne pasmo weglanu
wapnia (v=1087cm™). Tlo jest duzo wyzsze w przypadku analizy stref ciemnych.
Swiadczy to o tym, ze w strefach ciemnych znajduje sie wicksza ilo$é
niezidentyfikowanych zwiazkéw ulegajacych znacznej fluorescencji niz w strefach

jasnych.
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Rys. 74 Dyfraktogram dla proébki rostrum Belemnitella sp.. Metoda proszkowa.
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Zeby potwierdzi¢ obecno$é w probce Belemnitella sp. mineratéw wykrytych za

pomoca spektrofotometrii w podczerwieni i1 spektrometrii Ramana, przeprowadzono
analizy XRD, metoda proszkowa, dla czg¢sci zewngtrznej i wewngtrznej rostrum.
Uzyskano prawie identyczne wyniki dla obu stref. Rys. 74 przedstawia dyfraktogram
uzyskany dla probki z czesci zewngtrznej rostrum wraz z naniesionymi wzorcami ICDD®
kalcytu 1 kwarcu. Prébka sktada si¢ gtownie z kalcytu oraz matej iloSci kwarcu. Wynik ten
jest zgodny z wynikami analiz FTIR 1 ramanowskiej, co potwierdza przydatnos$¢ tych
technik do analiz strukturalnych. Obecnos¢ kwarcu Swiadczy o zaawansowanej diagenezie
probki. Wyniki analizy EPMA (Rys. 66) sugerowaty, ze probka byta penetrowana zaréwno
przez glinokrzemiany jak i krzemionkg¢ a rezultaty analizy XRD wskazuja, ze
wykrystalizowata ona w postaci kwarcu.

Aby dokona¢ oceny zawartosci w probce Belemnitella sp. zwiazkéw organicznych
wykonano dla badanej prébki analiz¢ elementarna za pomoca analizatora Carlo Erba z
limitem detekcji 0,1%. Stwierdzono obecno$¢: C na poziomie 11,46% i H na poziomie
0,95%. Nie stwierdzono obecnosci N 1 S (nieprzekroczony limit detekcji), co Swiadczy o
nieobecnosci w probce bialek w znacznych stgzeniach.

W celu ustalenia ilo$ci materii organicznej w probce wykorzystano réwniez analizg
na termowadze. Krzywa TGA 1i jej pierwsza pochodna (Rys. 75) wskazuja, ze probka traci

wage w dwoch etapach.
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Rys. 75 Krzywa TGA uzyskana dla sproszkowanej probki rostrum Belemnitella sp. (rostrum solidum).

W pierwszym etapie w zakresie temperatur od ok. 45°C do ok. 600°C zachodzi mniejszy
ubytek masy (ok. 4,78%). Powyzej 600°C spadek wagi jest gwaltowny i na tym etapie
probka traci ok. 40,39% masy wyjsciowej. Uzyskany wynik moze §wiadczy¢ o tym, ze w
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pierwszym etapie zachodzi rozklad materii organicznej obecnej w prébkach i/lub
dehydratacja wody obecnej w sieci krystalicznej a w drugim rozktad weglanu wapnia.

Trudno jest oceni¢ jednak, jaka jest zawarto$¢ kalcytu w prébce nie znajac
zawarto$ci domieszek mineralnych matrycy. Biorac pod uwagg fakt, ze materia organiczna
powinna si¢ spali¢ podczas termalnej analizy wagowej w calo$ci, mozemy przyjac, ze w
rostrum belemnitu moze znajdowa¢ si¢ maksymalnie 4,7+5,0% materii organicznej nie
wykrytej przy pomocy sondy Ramana ze wzgledu na duzy poziom fluorescencji badanego
materiatu ani za pomoca spektrofotometrii w podczerwieni ze wzgledu na silna absorpcje
promieniowania IR przez weglan wapnia. Nalezy tez wsia¢ pod uwage, ze wynik z
termalnej analizy wagowej moze by¢ zawyzony, gdyz w pierwszym etapie moze zachodzi¢
rowniez dehydratacja wody, ktéra moze znajdowac si¢ w sieci krystalicznej uwodnionych
mineratléw zanieczyszczajacych gtéwny sktadnik matrycy prébki - kalcyt.

Oznaczenie S$redniej zawartosci procentowej wykrytych metoda EPMA
pierwiastkéw wykonano metoda absorpcyjnej spektrometrii atomowej (AAS) oraz
emisyjnej spektrometrii atomowej ze wzbudzeniem w plazmie (ICP-AES). Bylo to
konieczne w celu weryfikacji pomiarow wykonanych za pomoca sondy elektronowe;j

(EPMA). Wyniki analiz umieszczono w Tab. 6.

Tab. 6 Stezenia pierwiastkow w rostrum Belemnitella sp. oznaczone za pomoca AAS oraz ICP-AES.

Mg 2640 £87 4670 £199
Mn 20 +0,9 Nie wykonano
Na 2315 £101 2200 £78
Sr 820 +49 1400 £66
Fe 30 %1 22 +0,8

K Nie wykonano <0,6

Wyniki uzyskane obiema metodami sa zblizone i1 czgSciowo zgodne z warto$ciami
podanymi dla belemnitéw przez Saelena (S@len and Karstang 1989). W cytowanej pracy
minimalne 1 maksymalne wartosci wynosza odpowiednio dla Sr 546 1 1812 ppm, zelaza —
47 1 3887 ppm (bardzo zanieczyszczona probka), manganu — 0 1 1769 ppm i magnezu 410 1
5152 ppm a wigc oznaczone stezenia w prébce Belemnitella sp. pochodzacej z Jury
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Krakowsko - Czgstochowskiej mieszcza si¢ w zakresie charakterystycznym dla
belemnitow. Obecno$¢ manganu swiadczy o diagenezie probki i potwierdza duza czutosci
analizy PIXE, dzigki ktérej bylo mozliwe wykrycie manganu o zawartosci
nieprzekraczajacej 20 ppm.

Podsumowanie

Przedstawione w tym rozdziale wyniki pokazuja, ze rostra Belemnitida sa bardzo
cieckawymi obiektami badanh, pod wzgledem chemicznym 1 strukturalnym. Sugestie, ze
pierscienie na przekroju poprzecznym rostrum sg przyrostami okresowymi uzasadniaja
dodatkowe zainteresowanie belemnitumi, poniewaz na podstawie analiz chemicznych i
strukturalnych rostréw mozemy bada¢ zmiany klimatyczne w epokach zycia stworzen.
Prébki rostr Hibolites sp., Belemnella sp. i Belemnitella sp. analizowano metodami:
mikroskopii optycznej, dyfraktometrii rentgenowskiej - XRD, spektrometrii fluorescencji
rentgenowskiej] XRF z zastosowaniem zrodet wzbudzania takich jak promieniowanie
rentgenowskie ze zrédta synchrotronowego, protony i elektrony. Préobka Belemnitella sp.
zostala poddana dodatkowo analizom metoda spektrometrii  ramanowskiej,
spektrofotometrii w podczerwieni oraz termicznej analizy wagowe;.

Wszystkie probki zawieraja jedna giéwna faze krystaliczna wykryta za pomoca
dyfrakcji rentgenowskiej - kalcyt. W strefie zewngtrznej utworzyly si¢ duze
monokrysztaty, a w rdzeniu blisko linii wierzchotkowej (strefa wewngtrzna) drobniejsze
krysztaty. Obserwuje si¢ wigksza przezroczysto$¢ probki w strefie monokrystaliczne;j.
Prébka Belemnitella sp. zawierala dodatkowo duza ilo$¢ kwarcu.

Pierwsze analizy fluorescencyjne wykonane za pomoca sondy rentgenowskiej
metoda (SRIXE) pozwolity na wykrycie w prébce Hibolites sp.: P, Ti, Fe, Zn oraz Ca.
Wapn byt gltéwnym skladnikiem probki. Duza zbieznos¢ sygnatu wapnia z sygnalem
promieniowania rozproszonego wykazata, ze porowato$¢ jest gtdwnym czynnikiem
wplywajacym na zmienno$¢ sygnalu wapnia w tego rodzaju prébkach. Podobienstwo w
rozktadzie lintowym Zn, Fe 1 Ti oraz duza zawartos¢ tych pierwiastkOw wewnatrz
drobnokrystalicznej i porowatej strefy srodkowej probki moze sugerowaé diagenetyczne

pochodzenie Zelaza, cynku i tytanu.

Prawie wszystkie wykryte metoda EPMA pierwiastki (Na, Mg, Al, Si, P, S, Cl i K)
w rostrum belemnitu Hibolites sp. mialy rozklad liniowy odwrotnie proporcjonalny do
sygnatu wapnia. To samo odnosi si¢ do zawartosci nadmiarowego wegla. W tej probee glin

byt S$cisle zwiazany z obecnoscia krzemu a séd z obecnoscia chloru. Wprost
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proporcjonalne zaleznosci wystepujace pomi¢dzy potasem i chlorem oraz sodem i chlorem
wskazuja, ze pierwiastki te moga znajdowac si¢ w probce w postaci KCI 1 NaCl.
Proporcjonalna zaleznos¢ pomigdzy glinem a krzemem wyrazona w stosunku molowym
Al/Si zblizonym do wartosci 2:1 jest natomiast oznaka tworzenia si¢ w szkielecie
zasadowych glinokrzemianéw z roztworéw Si(OH)s i AI(OH);. Z wynikéw uzyskanych
metoda EPMA oraz analiz iloSciowych pierwiastkbw mozna wywnioskowa¢ réwniez, ze w
probce wystepuje pewien nadmiar wegla w stosunku do wapnia i tlenu. Jego zawartos¢
obliczona w stosunku do weglanu wapnia wystepujacego w probce okazata si¢ wigksza niz
wynikatoby to ze stechiometrii. Dodatkowo, nadmiarowy przebieg zmian wegla wzdtuz
przeprowadzonego skanu okazat si¢ odwrotnie proporcjonalny do profilu wapnia, co
mogloby Swiadczy¢ o innym niz weglanowym pochodzeniu weggla. Nadmiar wegla w
matrycy mineralnej, juz wczesnie] obserwowany w szkieletach migczakow, moze
swiadczy¢ o zachowaniu si¢ czg$ci materii organicznej wystepujacej pierwotnie w
prébkach (Weiner et al. 1979) lub wtérnym zanieczyszczeniu probki przez zwiazki

organiczne.

Niektore pierwiastki takie jak: Mn, Fe, Cu i Zn wykryte w prébce Belemnella sp.
metoda SRIXE miaty sygnaly (i stgzenia) podobnie jak w przypadku prébki Hibolites sp.,
odwrotne do sygnatu wapnia. Tam gdzie sygnal wapnia si¢ zmniejszal, zawarto$¢
wymienionych pierwiastkow si¢ zwigkszata. Maksymalne wartosci sygnatéw dla
wymienionych metali pokrywaly si¢ z jasniejszymi strefami probek. Krzem byt jedynym
pierwiastkiem, ktéry zachowywat si¢ inaczej niz reszta pierwiastkéw. W strefie
wewnetrznej zawarto$¢ krzemu i wapnia zmieniala si¢ wprost proporcjonalnie a w strefie
zewnetrznej krzem byl odwrotnie proporcjonalny do rozktadu sygnatu wapnia. Zmiany
sygnatu elektronéw wstecznie rozproszonych dla prébki Belemnella sp. moga Swiadczy¢ o
zmianach ggstos$ci w materiale (matrycy) rostrum szczegdlnie w strefie centralnej probki.

Powyzsze badania potwierdzity, ze material kalcytowy rostrum belemnitu
Belemnella sp. ulegt bardzo intensywnie procesowi diagenezy. Oryginalny kalcyt
wystgpujacy w strefie zewngtrznej ulegt transformacji w monokrysztat. Niektore
pierwiastki znalazly si¢ w rostrum podczas pierwotnej krystalizacji mineratu. Obecno$¢
krzemu jest pozostatoscia proceséw diagenezy, zachodzacych w prébkach. Drobne
krysztaly ze strefy srodkowej mogly si¢ formowa¢ w matych szczelnych strefach z
nasyconych roztworéw. Podobny sktad pierwiastkéw sladowych wydaje si¢ potwierdzac

takie zrédlo kalcytu dla strefy wewnetrznej belemnitéw. Wedltug mnie mate krysztatki

120



nigdy nie miaty odpowiednich warunkéw, zeby przeksztalci¢ si¢ w monokrysztaly z
powodu ograniczonej przestrzeni w strefie sSrodkowej probki i brak penetracji przez wodg.
Zmiany diagenetyczne nie wplynglty w ogéle na zmiang ksztattow i rozmiaréw oryginalnie
powstalego rostrum belemnitu. Mozna przypuszczaé, ze wewngtrzne drobne struktury
przypominajace pierscienie w belemnituch przetrwaty do dzisiaj.

Skan liniowy EPMA ujawnit wewngtrzng struktur¢ belemnitu i potwierdzit jego
budowe pierscieniowa. Pierscienie te nie pokrywaja si¢ jednak precyzyjnie z morfologia
optyczna probki. Jesli zatozylibySmy, Zze okreslone zmiany sygnatu magnezu sa zwiazane
ze zmianami rocznymi, moglibySmy stwierdzi¢, ze belemnity zylty bardzo krétko (kilka
lat). Sygnat strontu, ktéry mozna by réwniez wykorzysta¢ jako wskaznik zmian rocznych,
nie pojawit si¢ podczas analizy probki Belemnella sp. metoda SRIXE.

Rostrum Belemnitella sp. bylo badane w szerszym zakresie. Oprocz analiz
przeprowadzonych za pomoca sondy elektronowej wykonano szereg klasycznych analiz
ilosSciowych i jakosciowych na obecno$¢ zwiazkéw zar6wno organicznych jak i
nieorganicznych.

W rostrum belemnitu Belemnitella sp. wykryto przy pomocy sondy elektronowej
obecnos¢ takich pierwiastkow jak C, Fe, O, Na, Mg, Al, Si, i Ca. Wszystkie pierwiastki
miaty rozklad radialny odwrotnie proporcjonalny do sygnatu wapnia. Analizy FTIR i
ramanowskie, ktére miaty potwierdzi¢ wystgpowanie zwigzkow organicznych w rostrum
nie daly zadowalajacych rezultatow. Analizy Ramana wykonane dla probek belemnitu
okazaly si¢ nieskuteczne ze wzgledu na bardzo duzy poziom fluorescencji materiatu prébki
wystepujacy podczas pomiaru. Zarejestrowano tylko pik 1087cm™ pochodzacy od weglanu
wapnia. Nalezy zauwazy¢, ze ciemne pierscienie wystgpujace na przekroju poprzecznym
probki charakteryzowaty si¢ duzo wyzszym poziomem fluorescencji.

Uzyskany wynik termicznej analizy wagowej (TGA) moze §wiadczy¢ o tym, ze w
pierwszym etapie w probce Belemnitella sp. zachodzi rozktad materii organicznej obecnej
w probkach 1/lub dehydratacja wody obecnej w sieci krystalicznej ewentualnych
zanieczyszczen a w drugim rozktad weglanu wapnia. Trudno jest oceni¢ jednak, jaka jest
zawarto$¢ kalcytu w prébce, nie znajac dokladnie jakosciowego i ilosciowego sktadu
domieszek mineralnych matrycy. Biorac pod uwage fakt, ze materia organiczna powinna
si¢ spali¢ podczas termalnej analizy wagowe] w catosci, mozemy przyjaé, ze w rostrum

belemnitu moze znajdowac si¢ maksymalnie 4,7+5,0% materii organiczne;j.
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Nadmiar wegla wykryty metoda EPMA moéglby $wiadczy¢ o obecnosci
pozostatosci organicznych w probkach. Nie potwierdzaja jednak tego bardzo czuta analiza
FTIR i1 mikroanaliza wykonana za pomoca spektrometru Ramana. Myslg, ze nie nalezy
oczekiwacé zbyt duzych ilosci zwiazkéw organicznych, poniewaz probki skamielin sa
wysoko-zmineralizowane 1 w zwiazku z tym st¢zenia ewentualnych domieszek
organicznych sa bardzo niewielkie. Analiza FTIR wykonana dla rostrum Belemnitella sp.
wykazata tylko obecnos¢ kalcytu, ale pozwolita na wykluczenie wystgpowania aragonitu
co jest czasami niemozliwe nawet w przypadku analiz XRD, duzo mniej czutych przy
stgzeniu domieszek nie przekraczajacych 1%. Dzigki tej metodzie mozliwe byto réwniez
potwierdzenie obecnosci kwarcu w nierozpuszczalnej pozostatosci po dekalcynacji prébki
oraz wykluczenie obecnosci nierozpuszczalnych zwiazkéw organicznych, w tym réwniez
chityny.

Koncentryczne piers§cienie przyrostu widziane na zdjeciach optycznych przekrojéw
poprzecznych rostrow Hibolites sp. oraz Belemnitella sp. sa najprawdopodobniej zwiazane
z rocznymi (lub innymi okresowymi) przyrostami warstw, przypominaja one warstwy
okresowe wystepujace w szkieletach wspoétczesnych migczakéw i korali. Stwierdzono, ze
stosunek molowy Mg/Ca i jego zmiany wzdluz linii przecinajacej kolejne pierscienie
wystgpujace na przekroju poprzecznym rostréw wykazuje zbiezno$¢ z profilami
optycznymi probek belemnitow.

Zgromadzone wyniki moga stanowi¢ dobra podstawe do podjgcia obszernych
badan rostréw jako wskaznikow sezonowych zmian temperatury w wodach oceanicznych
w czasach zycia belemnitéw. Trudno jest natomiast ustali¢ uniwersalna i absolutna skalg
paleotemperaturowg, poniewaz molowy stosunek Mg/Ca zalezy rowniez, cho¢ w
mniejszym stopniu, od rodzaju organizmu i szkieletu przez niego tworzonego. Nalezy
zwroci¢ uwage na procesy metaboliczne przebiegajace w zywych stworzeniach, poniewaz
one moga roéwniez wywrze¢ niemaly wplyw na obecno$¢ niektérych pierwiastkow w

szkieletach 1 ich wzajemne stosunki (Purton-Hildebrand et al. 2001).
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3.3.3. Szkielet Ammonitida Kosmoceras duncani

W celu okreslenia i1 scharakteryzowania chemicznego skiadu oraz uzyskania
informacji o strukturze i przestrzennym rozmieszczeniu sktadnikéw chemicznych $cianki
zewngtrznej oraz wewngtrznej przegrody w muszli amonitu Kosmoceras duncani z wieku
Kelowej (Tab. 1) pochodzacego z Riazania wykonano standardowa analiz¢ dyfrakcyjna
(XRD) oraz seri¢ oznaczen z wykorzystaniem nowoczesnych technik mikroanalitycznych

takich jak: Spektrometria Ramana, p-XRF, uPIXE oraz EPMA.

Na wstgpie wykonano analiz¢ sproszkowanego wigkszego fragmentu szkieletu w

zakresie katow 20 od 5-120°. Dyfraktogram uzyskany w tej analizie przedstawia Rys. 76.
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Rys. 76 Dyfraktogram uzyskany metoda proszkowa dla probki amonitu zmielonego w calosci,
zestawiony z wzorcem pirytu [42-1340].

Gtéwnym mineralem zidentyfikowanym podczas analizy byl piryt. Otrzymany wynik
wskazywal, ze szkielet wystgpujacy pierwotnie w postaci aragonitu (Dauphin 2002;
Kulicki et al. 2007) mégt ulec praktycznie calkowitemu rozpuszczeniu a zachowal sig
tylko pirytowy odlew muszli. Obecno$¢ dwoéch szerokich pikéw wystepujacych na
dyfraktogramie w zakresie katow 20 od 5 do 25° moze Swiadczy¢, ze w probce znajduje

si¢ pierwotna lub wtérna materia organiczna.

Obserwacja wzrokowa oraz mikroskopowa przeprowadzona dla badanej prébki
(Rys. 77) sugeruje jednakze, ze badana muszla zawiera nadal pierwotny minerat
(Jasniejszy od pirytu), wystgpujacy w jej przegrodach wewngtrznych oraz w S$ciance
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zewngtrznej tworzacej ornamentacje muszli. Jego zawartos¢ jest jednak wyraznie na tyle
niska, ze nie mozliwe jest wykrycie jego obecno$ci metoda XRD, gdy pomiar wykonuje

si¢ dla usrednionej préby.

§
strefa o *
zewnetrzna

Rys. 77 Zdjecia optyczne probki przekroju muszli amonitu obrazujace $cianke zewnetrzng (A) oraz
przegrode (B). Do obserwacji przegrody zastosowano §wiatlto UV.

Z tego wzgledu kolejne probki do analizy XRD przygotowano izolujac i mielac
fragmenty $cianki zewngtrznej oraz S$cianki przegrody muszli amonitu. Rys. 78
przedstawia dyfraktogram uzyskany dla prébki przegrody. Pomiar wykonano w zakresie

20 5-50° z rozdzielczosciag 0,02°.
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Rys. 78 Dyfraktogram uzyskany metoda proszkowa dla fragmentu muszli amonitu zawierajacego
zachowana przegrode oraz dyfraktogramy wzorcowe pirytu [24-0076] oraz kalcytu [83-0577].

Oprocz pikow charakterystycznych dla pirytu oraz materii organicznej w zakresie

5+20° pojawit si¢ wyrazny sygnal kalcytu. Minerat ten wchodzi bez watpienia w sktad

124



badanej przegrody. Z uzyskanego wyniku mozna wnioskowac, ze pierwotnie aragonitowa

przegroda muszli ulegta podczas diagenezy przeobrazeniu w kalcyt.

Rys. 79 przedstawia dyfraktogram uzyskany dla probki scianki zewngtrznej muszli.
Pomiar wykonano w zakresie 20 25-60° z rozdzielczos$cia 0,02°. Sproszkowany fragment
muszli, w ktérym na podstawie obserwacji optycznych oceniono, ze zawiera inny mineral

niz piryt dat rzeczywiscie bardziej ztozony sygnat XRD.
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Rys. 79 Dyfraktogram uzyskany metoda proszkowa dla fragmentu muszli amonitu zawierajacego
zachowang Scianke zewnetrzna. Literami zaznaczono piki pochodzace kolejno od aragonitu (a), pirytu
(p) i kalcytu (k).

W prébee wykryto obecno$¢ aragonitu, kalcytu i pirytu. Wida¢, ze badana $cianka zawiera
dwie najczescie] wystgpujace w przyrodzie formy weglanu wapnia. Aragonit uznano za
material pierwotny. Kalcyt wytworzyt sig, podobnie jak dla przegrody, podczas przemiany
polimorficznej z aragonitu.

Po wstepnych analizach sktadu mineralogicznego wykonanych dla wybranych
fragmentow probki wykonano szereg analiz mikro-strukturalnych. Aby ufatwi¢ dyskus;jg,
uzyskane za pomoca sond wyniki dla przegrody i Scianki zewngtrznej przedstawiono
osobno. Ze wzglgdu na do$¢ niewielka grubo$¢ warstwy pierwotnej muszli oraz postacé, w
jakiej si¢ zachowala (cienka warstwa weglanu wapnia mocno przylegajaca do warstwy
pirytowej), niemozliwa byla iloSciowa separacja warstw oraz oznaczenie ilosciowe za

pomoca standardowych metod AAS oraz ICP-AES. Z tego wzgledu zdecydowano si¢ na
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analiz¢ iloSciowa EDS za pomoca sondy elektronowej w wybranych punktach lepiej

zachowanej Scianki zewngtrznej muszli.

Scianka przegrody

Po przeprowadzeniu analizy dyfrakcyjnej wykonano dla $cianki przegrody muszli
amonitu obserwacje¢ pod mikroskopem elektronowym oraz analiz¢ EDS w wybranych
punktach w celu oceny morfologii i skladu pierwiastkowego prébki. Obserwacje oraz
analizy EDS wykonano za pomoca sondy elektronowej Wydzialu Nauk Geologicznych,
Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie. Na tym samym urzadzeniu przeprowadzono
réwniez skany liniowe i mapowanie wykrytych pierwiastkéw. Przed analizami wykonano
na SEM zdjecie za pomoca elektronéw wstecznie rozproszonych od prébki, na ktérych
zaznaczono miejsca pomiarow. Rys. 80 przedstawia zdjgcie SEM oraz punkty, w ktdrych
przeprowadzono analiz¢ jakosciowa. Pomiar przeprowadzono z uzyciem wiazki
elektronéw o $rednicy 2pum. Czas pomiaru wynosit 30s na punkt.

25 um

O] 255
—— ==

Rys. 80 Zdjecie SEM przekroju poprzecznego przegrody wewnetrznej muszli amonitu wraz z
zaznaczonymi punktami gdzie, przeprowadzono analiz¢ EDS.

Z widm uzyskanych podczas pomiaru EDS (Rys. 81) widac, ze badane obszary rdznig si¢
sktadem chemicznym. Obszar na zewnatrz przegrody (punkt 1, Rys. 8la) zawiera
praktycznie tylko siark¢ i zelazo, co odpowiadatoby wystgpowaniu pirytu, wykrytemu
metoda dyfrakcyjna. Niewielka ilos¢ C i O odpowiada prawdopodobnie wystgpowaniu
sladowej ilosci weglanow zelaza badz malym domieszkom kalcytu. Rys. 81b przedstawia
widmo uzyskane dla punktu wewnatrz przegrody muszli (punkt 2). W tej strefie gtéwnym
sktadnikiem materiatu jest wapn. Duza ilo$¢ wegla i tlenu obecna w prébce pozwala
stwierdzi¢, ze gtéwnym sktadnikiem przegrody jest weglan wapnia w postaci kalcytu
(wykryty tez metoda XRD). Oprécz wegla, wykryto w tej strefie niewielka ilos¢ zelaza i
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siarki pochodzacych od pirytu, (co §wiadczyloby o penetracji Scianki przez piryt) oraz
krzemu, fosforu 1 sodu stanowigcych prawdopodobnie réwniez wtdrne zanieczyszczenie

probki.
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Rys. 81 Widmo EDS uzyskane A) dla pomiaru 1 w warstwie $cianki przegrody, B) dla pomiaru 2 w
warstwie przylegajacej do Scianki przegrody amonitu Kosmoceras duncani.

Zeby dokladnie oceni¢ stopien wzajemnego przenikania si¢ warstw oraz
pierwiastkéw w nich wystgpujacych, przeprowadzono analiz¢ powierzchniowa
pozwalajaca na uzyskanie mapy rozktadu dla wykrytych pierwiastkéw (C, O, Fe, Si, P, S
oraz Ca) 1 wyniki umiescitem na Rys. 82. Na otrzymanych mapach najbardziej miarodajny
jest rozktad wapnia, odpowiadajacy obszarowi zachowanej $cianki przegrody. Rozktad
wegla nie naklada si¢ idealnie z wapniem, co mogtoby Swiadczy¢ o tym, ze waph
zwiazany w probce nie wystgpuje wylacznie w postaci weglanu, ale réwniez w innej
formie. Co ciekawe, poza strefa §cianki wyrazne sa mate wtracenia wegla wystepujace w
warstwie pirytowej, bez zwiazku z wapniem. Rozktad powierzchniowy zelaza i siarki jest
prawie identyczny Najwigksze ich stgzenia wystgpuja poza interesujaca nas przegroda
muszli, co $wiadczy, ze matryca poza Sciankami muszli jest piryt (FeS,). Sygnaty od
fosforu, tlenu oraz sodu rozktadaja si¢ na badanym obszarze do$s¢ réwnomiernie. Sygnat
krzemu jest mniejszy w strefie przegrody, co nie jest zgodne z uzyskanymi wynikami
pomiar6w punktowych przedstawionych na widmach. Strefa kalcytowa wydaje sig

znacznie mniej zanieczyszczona chemicznie niz strefa pirytu. Jest to dobry znak, bo
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wykazuje, ze pierwotne przegroda w znacznym stopniu unikngta penetracji przez plyny

infiltrujace skamieling.

25um ogmm— 255

: 25pm

Rys. 82 Mapy rozkladu sygnatéw Ca, C, S, Fe, Si, P, O i Na uzyskanych metoda EPMA dla przekroju
poprzecznego muszli amonitu zawierajacego przegrode wraz ze zdjeciem badanego obszaru,
uzyskanym poprzez rejestracje sygnalu elektronéw wstecznie rozproszonych na prébce.

Podobnie jak dla szkieletu Sepia Officinalis dla przegrody muszli amonitu
Kosmoceras duncani wykonano analizy uzupelniajace za pomoca sondy protonowej oraz
rentgenowskiej. Chcialem w ten sposéb zarejestrowaé w prébce cigzkie pierwiastki i

okresli¢ ich rozktad przestrzenny.

Podczas pomiaru za pomoca sondy protonowej w probce wykryto tylko cztery pierwiastki:

S, Ca, Fe oraz Zn.
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Rys. 83 Widmo kumulacyjne uzyskane z obszaru zawierajacego przegrode ze szkieletu amonitu
Kosmoceras duncani zebrane podczas pomiaru PIXE.

Uzyskane widmo (Rys. 83) okazato si¢ bardzo ubogie, gdyz oprécz Ca, Fe i S pojawit si¢
tylko cynk. Niemniej dla tego pomiaru réwniez wykonano mapy rozktadu obecnych

pierwiastkéw (Rys. 84).
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Rys. 84 Mapy rozkladu sygnaléw siarki zelaza, wapnia i cynku na powierzchni przekroju
poprzecznego szKkieletu amonitu zawierajacego fragment przegrody uzyskane przy pomocy sondy
protonowej.

Rozmieszczenie siarki zelaza i wapnia odpowiada uzyskanemu wczes$niej w analizie za
pomoca sondy elektronowej. W zachowanej $ciance przegrody znajduje si¢ najwigksza
ilo$¢ wapnia a w strefach do niej przylegajacych najwigcej zelaza i siarki, co odpowiada
wystgpowaniu pirytu. Przestrzenne rozmieszczenie cynku na badanym przekroju

poprzecznym najbardziej koreluje z sygnatem zelaza, co mogloby $wiadczy¢ o
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wystgpowaniu w probce mineratu cynkowego w bardzo malym stezeniu (nie wykrytego

zadna metoda) jako domieszki pirytu.

Zeby poszerzyé wiedze o badanej prébce dla analizowanego fragmentu
zawierajacego przegrod¢ muszli wykonano réwniez analiz¢ XRF. Analiz¢ wykonano dla
obszaru dobrze zachowanego fragmentu przegrody w Instytucie Migedzynarodowej Energii
Atomowej w Seibersdorf (Austria) za pomoca spektrometru XRF opisanego w czgsci
aparaturowej. Najpierw wykonano pomiary jakoSciowe w celu okreslenia sktadu
pierwiastkowego probki. Kolejnym etapem byta juz analiza powierzchniowa przekroju
poprzecznego przegrody amonitu. Na Rys. 85 znajduje si¢ widmo kumulacyjne zebrane
dla analizowanego obszaru. Jest to suma sygnatéw z wszystkich punktéw poddanych
analizie. W badanym fragmencie oprocz Fe, S oraz Ca wykrytych metoda EPMA oraz Zn
wykrytego za pomoca sondy protonowej pojawily si¢ sygnaty pochodzace od Ar, Ni, Cu

oraz As.

Fe K-a
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Rys. 85 Widmo kumulacyjne mikro-fluorescencji rentgenowskiej uzyskane podczas analizy
powierzchniowej przekroju poprzecznego przegrody muszli amonitu.

Dla wszystkich zidentyfikowanych pierwiastkéw, po kalibracji widma oraz po
scatkowaniu pikéw za pomoca programu Spector wyznaczono mapy rozktadu
pierwiastkéw (Rys. 86). Roéwnolegle, korzystajac z danych uzyskanych podczas
mapowania dla badanej przegrody, wykonano profile liniowe pierwiastkdw i zestawiono je

ze soba oraz z profilem optycznym uzyskanym ze zdjecia optycznego.
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Rys. 86 Mapy rozmieszczenie pierwiastkow: Ca, Sr, Zn, Fe, As i S na przekroju poprzecznym
przegrody w probce amonitu Kosmoceras duncani wraz ze zdjeciem optycznym badanego obszaru.

Na Rys. 86 zawierajacym réwniez zdjgcie optyczne widaé, ze analizowany
fragment sktada si¢ z dwoch zréznicowanych struktur. Wapn znajduje si¢ w centralnej
czgsci analizowanego materiatu, w cienszym wewngtrznym pasmie widocznym na zdjgciu
optycznym (Rys. 86), rozpoznanym jako kalcytowe i tworzace przegrod¢ amonitu. Na Rys.
87 zestawiono profil optyczny z profilem wapnia, co potwierdza te obserwacje. Mapy
rozktadu Zelaza i siarki sa catkowitym przeciwienstwem rozktadu wapnia (Rys. 86 i 88).
Pierwiastki te swoje maksimum osiagaja w zewngtrznych strefach analizowanego
fragmentu. Rozklad Zelaza i siarki potwierdza, iz w danej strefie znajduje si¢ siarczek

zelaza, dlatego tez identyfikujemy ja jako strefe pirytowa.
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Rys. 87 Odwrdécony profil optyczny na linii pomiaru przegrody amonitu zestawiony z uzyskanym
sygnalem wapnia (strzalkami zaznaczono zakres strefy przegrody muszli).
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Rys. 88 Profile Fe i Ca na przekroju poprzecznym przegrody muszli amonitu Kosmoceras duncani.
Arsen jest pierwiastkiem wystepujacym w strefie pirytowej. Jego rozklad nie jest
jednolity, gdyz swoje maksimum osiaga na granicy stref (Rys. 86). Potwierdza to
wykonany profil liniowy (Rys. 89). Wraz z wnikaniem do struktury pirytowej, st¢zenie
maleje 1 §wiadczy to prawdopodobnie o adsorpcji arsenu na kalcycie
Podobny rozktad przedstawia mapa cynku (Rys. 86), ktéra tworzy wylacznie
otuling dla wewnetrznego pasma wapiennego, ale tylko po jednej stronie. Stezenie cynku

rOwniez maleje wraz z wnikaniem w warstwe pirytowa.
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Rys. 89 Sygnaly As i Ca wzdluz linii pomiaru przekroju poprzecznego przegrody muszli amonitu

Kosmoceras duncani.

Na Rys. 90 znajdujg si¢ zestawione profile wapnia 1 cynku obrazujace omawiang

zaleznos¢.
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Rys. 90 Zestawione sygnaly Zn i Ca wzdluz linii pomiaru przekroju poprzecznego przegrody muszli

amonitu Kosmoceras duncani.

Rozklad strontu jest analogiczny z rozkladem wapnia (Rys. 86 i 91). Obecnos¢

strontu, ktéry wbudowuje

si¢ gtownie w struktur¢ aragonitowa mogiby $wiadczy¢ o tym,

ze badany fragment byl pierwotnie aragonitowy a przemiana w kalcyt zaszta w wyniku

diagenezy probki.

133



—2~Ca Sr

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
260 4 Strefa przegrody
240 -
'S5 220
S, ]
& 2004
o
= ]
2. 1804
[2]
2 ]
€ 160
140
120
100 TrrrrrrrrT Trrrrrrrrt TrrrrrrroT Trrrr Tt TrrrrrrroT
1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600
Pixele

Rys. 91 Zestawione profile Ca i Sr dla przekroju poprzecznego przegrody muszli amonitu.

Po analizach z wykorzystaniem fluorescencji rentgenowskiej przeprowadzono
analizy za pomoca mikro-sondy ramanowskiej w celu uzyskania informacji dotyczacych
rozktadu zwiazkéw organicznych i nieorganicznych obecnych w prébce. Rozpoznanie
przeprowadzono na podstawie widm wzorcowych pirytu i kalcytu oraz zakresow pasm
charakterystycznych, odpowiadajacym poszczegdlnym czasteczkom, wigzaniom badz

grupom funkcyjnym.

Widma ramanowskie charakteryzuja si¢ czgsto duzym poziomem szuméw
(fluorescencja), dlatego nie zawsze w analizie pojawiaja si¢ wszystkie piki pochodzace od
danego zwiazku, dlatego czasami przeprowadza si¢ analiz¢ na podstawie najbardziej
intensywnych pikow. W takim przypadku mozemy jedynie przeprowadzi¢ charakterystyke
rozmieszczenia pewnej grupy zwiazkow takich jak weglany, siarczany oraz zwiazkéw

organicznych zawierajacych grupy C-H, O-H, N-H, C-N itp.

Analizy za pomoca spektrometru Ramana dla przegrody amonitu byty prowadzone
w wybranych punktach, w celu optymalizacji warunkow pomiaru. Rys. 92 przedstawia
widmo uzyskane w $rodku $cianki w pelnym zakresie pomiarowym spektrometru od 150
do 3200 cm™. Analize dla przegrody wykonano stosujac laser o dtugosci fali A=514nm i

mocy 0,8mW. Czas pomiaru na punkt wynosit 20s.
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Rys. 92 Widmo ramanowskie uzyskane dla przegrody szkieletu amonitu Kosmoceras Duncani.

W widmie, ktére posiada bardzo duzy poziom tta mozna dostrzec (szczegdlnie po
korekcji tta) kilka charakterystycznych pikéw. Piki dla v=204cm™, 707cm™, 1085cm™ i
1862cm™ mozna przyporzadkowaé weglanowi wapnia. Piki 271cm™ i 341cm™ pochodza
od pirytu. Pik 1007cm™ zostal przyporzadkowany grupie siarczanowej a 2973cm’ grupie
C-H,. Dwa piki 1306 oraz 1330 pochodza od grupy piroksenowej pochodzacej od
krzemianéw tancuchowych (nie wykrytych metoda dyfrakcyjna), ktére pojawily si¢ w
wyniku diagenetycznych przemian prébki. Dwa piki 1204cm™ oraz 1245cm™ mozna

przyporzadkowac do glinokrzemiandow.

Po analizie wstgpnej 1 zoptymalizowaniu parametrow pracy spektrometru Ramana
przeprowadzono kilka dalszych analiz w reprezentatywnych punktach prébki w celu
wykrycia okre$lenia stopnia zmienno$ci skladu chemicznego na badanej powierzchni
przedstawiajacej przekrdj poprzeczny przegrody. Wyniki analiz punktowych wykonanych
w ograniczonym zakresie 150 <+ 2000 cm™ (w celu skrécenia czasu analizy), znajduja si¢
na Rys. 93. Do analizy za pomoca spektrometru ramanowskiego wybrano analogiczny
fragment jak do analizy EPMA. W badanym fragmencie mozna wyrézni¢ dwie strefy.
Pierwsza to przegroda a druga stanowi warstwa ja otaczajaca. Na widmie uzyskanym dla
strefy pierwszej (Rys. 93a) (w srodku przegrody) pojawia si¢ gtownie sygnat pochodzacy
od weglanéw w postaci pikéw v=1860cm™, v=1089cm™’, v=707cm™" i v=232cm™ oraz piki:
podwdjny v (1306,1332) pochodzacy od piroksenéw — krzemianéw tancuchowych o
wzorze AB[Si,0¢], gdzie A — to najczesciej Ca, Na lub Li a B — Mg, Fe lub Al. W strefie

zewnetrznej (Rys. 93b) pojawiaja si¢ piki 344cm™ i 379cm’ pochodzace od pirytu oraz
135



bardzo maty pik v=1086cm™ pochodzacy od grupy weglanowej, co odpowiada z obecnosci

matych ilosci wegla w tej strefie za pomoca metody EPMA.
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Rys. 93 Widma ramanowskie dla strefy przegrody (A) oraz zewnetrznej sasiadujacej z nig strefy
pirytowej (B).

Po analizie punktowej przeprowadzono analizy powierzchni przekroju prébki
zawierajacego przegrod¢ oraz przylegajaca do niej warstwg pirytowa. Dla strefy
zawierajacej piki 1306 oraz 1332 cm' oraz wybranych pikéw 1087 cm™ i 344 cm™ i

wytyczono mapy rozktadu intensywnosci.

Rys. 94a przedstawia zdjgcie optyczne badanego fragmentu z zaznaczonym

obszarem analizy powierzchniowej (prostokat - linia przerywana).
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Rys. 94 Mapy rozkladu zwigzkéw obecnych w wewngtrznej przegrodzie szkieletu amonitu uzyskane za
pomoca sondy ramanowskiej. A - Zdjecie optyczne przekroju poprzecznego z zaznaczonym obszarem
analizy, B - mapa rozkladu weglanu wapnia (pasmo - 1087 em™), C - mapa rozkladu piroksenéw
(pasma - 1306 oraz 1332 cm™), D - mapa rozkladu pirytu (pasmo - 344cm™).
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Na Rys. 94b-d pokazano mapy rozktadu grupy weglanowej, piroksendéw oraz
pirytu. Na podstawie analizy mozna réwniez stwierdzi¢, ze warstwe¢ otulajaca przegrode
badanej muszli stanowi piryt. Nie udato si¢ jednak potwierdzi¢, ze przegroda jest
zbudowana z kalcytu (wyniki analizy XRD). Pik v=707cm™ jest przesunigty wzgledem
wzorca aragonitowego dla v=702cm™ i kalcytu dla v=712cm™. Na podstawie uzyskanego

widma i piku 1087cm™" mozna jednak potwierdzi¢, ze materialem przegrody jest weglan.

W celach poréwnawczych z analiza XRF (z lampa molibdenowa jako zrédiem
promieniowania rentgenowskiego) przeprowadzono réwniez skan liniowy za pomoca
spektrometru Ramana w miejscu analiz XRF przedstawionych na Rys. 92. w ten sposdb,
aby uzyska¢ chemiczne profile poprzeczne dla badanej przegrody. W tym przypadku
wykonano pomiar w pelnym zakresie pomiarowym v od 150+3200cm’™, aby pozwoli¢ na
ustalenie rozktadu grup C-H; pochodzacych od zwiazkéw organicznych, ktére pojawity si¢

przy v=2973cm™ (Rys. 92).
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Rys. 95 Zestawione profile pirytu i weglanu wapnia uzyskane za pomoca spektrometru Ramana.

Pomiar wykonano z zastosowaniem lasera o dlugos$ci fali A=514nm i mocy 1,6mW, wzdtuz
linii o dlugosci 90um przecinajacej przegrodg. Analiz¢ wykonywano z krokiem 1um,
stosujac wiazke lasera o srednicy 1um.

Analogicznie jak w metodzie XRF, gdzie sygnaly Ca i Fe byly odwrotnie
proporcjonalne wzdluz linii pomiaru (Rys. 86) w analizie ramanowskiej uzyskano

odwrotne sygnaly pirytu i weglanéw przy v=1086cm™ (Rys. 95). Jest to liniowy

odpowiednik do map rozktadu obu zwiazkéw.
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Rys. 96 Profil grupy CH; zestawiony z odwréconym profilem optycznym. Strzalkami zaznaczono strefe
przegrody w badanym fragmencie.

Profile niektérych zwiazkéw zostaty zestawione z profilem optycznym ze wzgledu
na fakt, ze profil ten okazal si¢ juz bardzo wiarygodny przy ocenie sktadu chemicznego
probek przy okazji wczesniejszych pomiaréw. Rys. 96 przedstawia natozone profile:
optyczny oraz sygnatu C-H, pochodzacego od materii organicznej obecnej w prébce.
Wida¢ wyraznie, ze wyglad zewngtrzny probki (jej kolor, nasycenie barwa) jest powiazany
z jej sktadem chemicznym. Tak jest w tym przypadku gdzie najwigksza intensywnos$¢
sygnatu C-H, wystepuje doktadnie w srodku strefy przegrody. Jest to bardzo logiczne,
poniewaz jesli zachowala si¢ jakas materia organiczna w probce, to jej najwigksze st¢zenie

bedzie w $rodku $cianki.
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Rys. 97 Profil grupy weglanowej zestawiony z profilem grupy CH,.
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Podobnie jest dla grupy weglanowej, ktérej rozktad jest analogiczny z profilem

optycznym (Rys. 97)

Jak juz wczesniej sugerowano, metody XRF oraz p-spektrometria Ramana

doskonale si¢ uzupetniaja w kompletnej analizie sktadu chemicznego prébek, szczegdlnie

przy ustalaniu mikrostruktur prébek. Wyniki uzyskane w tej pracy potwierdzaja ta teze.
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Rys. 98 Nalozone profile chemiczne, A) grupy weglanowej i wapnia, B) pirytu i Zelaza uzyskane
kolejno za pomocg spektrometru Ramana i sondy rentgenowskiej.

Jest to widoczne szczegdlnie przy analizach przegrody oraz sasiadujacych z nig warstw.

Majac niepelna informacj¢ o probce w postaci rozktadu pierwiastkéw wapnia i zelaza

uzyskana za pomoca sondy rentgenowskiej uzupetniono ja analizami za pomoca

spektrometru Ramana. Analizy pozwolity na detekcje kalcytu w obszarze wystgpowania

wapnia 1 pirytu w miejscach najintensywniejszego wystgpowania siarki badz zelaza.

Profile uzyskane z obu metod zostaty przedstawione na Rys. 98.
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Scianka zewnetrzna muszli

Dla $cianki zewngtrznej muszli amonitu, podobnie jak dla prébki przegrody po
analizie dyfrakcyjnej wykonano obserwacj¢ pod mikroskopem elektronowym, analiz¢ EDS
w wybranych punktach oraz przeprowadzono skany liniowe i mapowanie wykrytych
pierwiastkéw. Operacje te wykonano w laboratorium Instytutu Nauk Geologicznych

Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie za pomoca sondy elektronowe;.

Rys. 99 przedstawia zdjecie SEM z uzyciem elektronéw wstecznie rozproszonych
wraz z zaznaczonymi punktami analiz. Juz po samym zdjgciu widaé, ze strefa §cianki
zewngtrznej jest duzo lepiej zachowana od badanych wcze$niej przegréd. Pomiar EDS
wykonano w trzech punktach. W punkcie pierwszym graniczacym ze strefa pirytowa (Rys.
100a) wykryto C, O, Al, Si, S i Ca. W punkcie drugim w $rodku $cianki (Rys. 100b) jest
juz brak krzemu a pojawia si¢ s6d. ROwniez zmieniaja si¢ proporcje C i O na korzys¢
tlenu, ktérego jest w tym miejscu wigcej. Wigksza ilo§¢ tlenu $wiadczy o wigkszej

zawartosci weglanéw w srodku Scianki.

f

: - - 1T T I |
Amonit1 15.0kM k1 ,qé SE(M) ¥ 50.0um

Rys. 99 Zdjecie SEM przekroju poprzecznego S$cianki zewnetrznej muszli amonitu wraz z
zaznaczonymi punktami, gdzie przeprowadzono analiz¢ EDS.

W punkcie trzecim najblizej brzegu zewngtrznego S$cianki (Rys. 100c) wzrasta
zawarto$¢ sodu i glinu, co $wiadczy o tym, ze wigksza penetracja $cianki muszli przez te

pierwiastki zachodzi od strony zewngtrznej otoczenia prébki.
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Rys. 100 Widmo EDS uzyskane A) dla punktu 1, B) dla punktu 2, C) dla punktu 3 na przekroju
$cianki zewnetrznej (Rys. 99) muszli amonitu Kosmoceras duncani.

Na podstawie tych trzech pomiar6w mozna réwniez stwierdzi¢ zmiany ilosci
krzemu sa odwrotne do sodu 1 glinu, co moze $wiadczy¢ o zmianie proporcji

glinokrzemiandw 1 krzemionki.

Stgzenia wykrytych z pomoca sondy elektronowej pierwiastkéw zestawiono w Tab.
7. Wyniki potwierdzaja ocen¢ widm, ale trzeba zaznaczy¢, ze stgzenia giéwnych
pierwiastkow réwniez ulegaja wahaniom. Szczegélnie dotyczy to wapnia, ktérego w
punkcie 1 byto 30,5% a w punkcie 3 16,8%. Stgzenie wegla 1 siarki obniza si¢ w srodku

Scianki.
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Tab. 7 Stezenia pierwiastkow wykrytych w punktach 1-3 (Rys. 99) na przekroju poprzecznym $cianki
zewnetrznej badanego amonitu.

Dodatkowo wykonano mape rozktadu wapnia, zelaza oraz siarki na badanej powierzchni

zawierajacej $ciankg muszli (Rys. 101).

Rys. 101 Mapy rozkladu stezen Ca, Fe, i S uzyskane metoda EPMA dla fragmentu szkieletu amonitu
zawierajacego Scianke zewnetrzna, zestawione z obrazem elektronéw wstecznie rozproszonych
badanego obszaru.

Widaé¢ wyraznie, Ze stgzenie wapnia jest zgodne z pomiarami punktowymi tj. wigcej
wapnia znajduje si¢ po stronie wewngtrznej $cianki, blizej wewngtrznej strefy pirytowej
widocznej na mapach jako rozktad Zelaza i siarki.

Analiza za pomoca sondy protonowej, ktéra miata pozwoli¢ na uzyskanie sygnatéw
od cigzszych pierwiastkéw podobnie jak w przypadku przegrody pozwolita tylko na
wykrycie czterech pierwiastkéw wyréznionych na widmie kumulacyjnym (Rys. 102) dla
obszaru zawierajacego Scianke zewngtrzng oraz przylegajaca do niej wewngtrzng warstwe
pirytowa. W stosunku do analizy za pomoca sondy elektronowej (EPMA) metoda ta
pozwolita na dodatkowa detekcje jedynie cynku.
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Rys. 102 Widmo kumulacyjne uzyskane z obszaru zawierajacego Scianke zewnetrzna szkieletu
amonitu Kosmoceras duncani podczas pomiaru PIXE.

Rys. 103 przedstawia mapy rozkltadu Ca, Zn, Fe i S na przekroju muszli
zawierajacym jej Sciank¢ zewngtrzng. Widaé tutaj wyrazng analogie do map EPMA. Jesli
rozpatrywaé oddzielnie sasiadujace warstwy Scianki i strefy pirytowej rozktad cynku jest
do$¢ réwnomierny zardwno w $ciance muszli, jaki i w strefie pirytowej, ale jego obecnos¢

jest zdecydowanie wyzsza w strefie pirytowe;.

Rys. 103 Mapy rozkladu stezen wapnia, cynku, Zelaza i siarki na przekroju poprzecznym S$cianki
zewnetrznej muszli amonitu Kosmoceras duncani uzyskane podczas pomiaru PIXE

Analizy za pomoca spektrometru Ramana wykonano w celu wykrycia zwiazkéw

chemicznych obecnych w probkach oraz ustalenia ich rozmieszczenia. Analiz¢ dla Scianki
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wykonano stosujac laser o dtugosci fali A=785 nm oraz mocy 3 mW a czas pomiaréw

wynosit 20s na punkt.

s 1—— widmo uzyskane dla scianki zewnetrznej muszli amonita (po korekcji tla)
1.6x10" | —— widmo uzyskane dla scianki zewnetrznej muszli amonita

1.4x10° o
1.2x10° i
1.0x10° i
8.0x104—-
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Rys. 104 Widmo ramanowskie uzyskane dla $cianki zewnetrznej szkieletu amonitu Kosmoceras
Duncani.

Dla $cianki muszli najpierw wykonano widmo w petnym zakresie (150+3200 cm™)
a po rozpoznaniu jakosciowym pomiary wykonano w zaw¢zonym zakresie v do 1501200
cm” w celu skrécenia czasu pomiaru. Wynik analizy w petnym zakresie pomiarowym na
przekroju poprzecznym $cianki zewngtrznej muszli znajduje si¢ na Rys. 104. W tej strefie
pojawit si¢ tylko jeden pik v=1088cm™ pochodzacy do weglanu wapnia. Wyniki analiz
punktowych wykonanych w zakresie 150 + 1200 cm™ znajduja si¢ na Rys. 105.

Catkowity badany obszar sklada si¢ z trzech stref. W pierwszej strefie (Rys. 105a)
w $ciance amonitu pojawia si¢ tylko pik pochodzacy od weglanu v=1088cm™. W strefie
granicznej (Rys. 105b) pomigdzy Scianka a warstwa wewngtrzna wystepuja piki v (344cm’
' 378cm™ i 430cm™) charakterystyczne dla pirytu oraz pik v=1010cm™ charakterystyczny
dla grupy siarczanowej. Duza ilo$¢ wapnia pojawiajaca si¢ w tej strefie (obserwacje
EPMA) mogtaby wskazywac, ze na granicy strefy aragonitowej 1 pirytowej znajduje si¢
siarczan wapnia - CaSQOs, co jest bardzo prawdopodobne ze wzgledu na sasiedztwo

siarczku, ktdry na granicy warstw utlenia si¢ do siarczanu.
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Rys. 105 Widma ramanowskie dla trzech charakterystycznych stref $cianki i sasiadujacej z nia strefa
pirytowa. 1) Strefa $cianki, 2) Strefa graniczna, 3) Strefa zewnetrzna (pirytowa).

W strefie zewngtrznej (Rys. 105¢) pojawiaja si¢ piki pochodzace wylacznie od pirytu. W
lepiej zachowanej Sciance zewngtrznej pojawit si¢ tylko jeden pik pochodzacy od weglanu.
Moze to by¢ spowodowane kilkoma czynnikami. Po pierwsze do tej analizy zastosowano
laser o dtugosci fali 785nm (przy przegrodzie stosowano laser zielony —A=514nm). Po
drugie sygnaly uzyskane dla $cianki przegrody w postaci pikéw 1204 cm™, 1245 cm’,
1306 cm™ i 1330 cm™ charakterystycznych dla glinokrzemianéw pojawily si¢ w warstwie

przegrody w wyniku zachodzacych przemian diagenetycznych.

Po analizie punktowej wykonano analiz¢ powierzchniowa przekroju prébki i dla
wybranych pikéw: 1010 cm™ i 1088cm™ oraz strefy pikéw pochodzacej od pirytu

(v=339cm™ i v=439 cm™") przeprowadzono mapy rozktadu.
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Rys. 106 Mapy rozkladu zwiazkéw obecnych w $ciance szKkieletu amonitu uzyskane za pomoca sondy
ramanowskiej. Zdjecie optyczne przekroju poprzecznego z zaznaczonym obszarem analizy (zétty
prostokat) (a), mapa rozkladu pirytu (b) i mapa rozkladu siarczanéw (c) i mapa rozkladu aragonitu

(d).
Rys. 106a przedstawia zdjgcie optyczne badanego fragmentu z zaznaczonym

obszarem analizy powierzchniowej (prostokat- linia przerywana) uzyskane podczas
pomiaru a na Rys. 106b-d pokazano mapy rozktadu pirytu, piku 1010 pochodzacego od
siarczanéw oraz weglanéw dla piku v=1088 cm'. Na podstawie widma z Rys. 105a trudno
jest oceni¢, ktéra forma polimorficzna weglanu znajduje si¢ w $ciance badanego szkieletu,
gdyz nie wystepuje charakterystyczny pik w zakresie 700-712cm-1. Jednak na podstawie
analiz dyfrakcyjnych (Rys. 79) mozna dowodzi¢, ze probka zawiera glownie aragonit z

bardzo niewielkq domieszka kalcytu.

Podsumowanie

Przedstawione w tej pracy wyniki pokazuja, ze okazy muszli Ammonitida sa bardzo
ciekawymi obiektami, ktére cechuja si¢ do$¢ zréznicowana budowa o duzej wytrzymatosci
mechanicznej. Probki muszli Kosmoceras duncani analizowano metodami: mikroskopii
optycznej, dyfrakcji rentgenowskiej - XRD, spektrometrii fluorescencji rentgenowskiej
(XRF) z zastosowaniem réznych wiazek wzbudzajacych (promieniowanie rentgenowskie z

lampy katodowej, protony, elektrony) i spektroskopii ramanowskiej. Pierwsza metoda,
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mikroskopia optyczna, nie daje nam zadnej chemicznej informacji, lecz umozliwia
ukazanie warstwowej struktury budowy muszli. Co wigcej, post factum ukazuje nam
miejsce lokacji zwiazkéw organicznych (Rys 97) Kolejna analiza, XRD umozliwita
sprecyzowanie struktury zwiazkOéw nieorganicznych, jakie wystgpuja wewnatrz muszli.
Nie pozwolita jednak na precyzyjne okreslenie struktury w poszczegdlnych miejscach
probki. Badania przeprowadzone metodami XRF, EPMA 1 PIXE miaty ogromne znaczenie
w  wykryciu sktadu pierwiastkowego probki 1 ich rozmieszczeniu na przekroju
poprzecznym badanego obiektu. Oprécz potozenia, przy pomocy barw, jesteSmy w stanie
ustali¢ stgzenie pierwiastkdw. Podsumowaniem procesu analizy sa punktowe pomiary
mikro- ramanowskie, ktére daty informacje o specyficznym roztozeniu materii

nieorganicznej oraz organicznej w badanej skamieniatosci.

Na podstawie przeprowadzonych analiz mozna stwierdzi¢, iz podstawowym
materiatem budulcowym prébki amonitu Kosmoceras duncani jest CaCOs. Sktad
chemiczny $cianki zewngtrznej i1 przegrody muszli réznia si¢ nieznacznie. Lepiej
zachowana S$cianka zewngtrzna zawiera gltOdwnie pierwotny material aragonitowy. W
probce scianki zewngtrznej znajduja si¢ rowniez pewne ilosci kalcytu powstatego z
przeobrazenia aragonitu. Scianka przegrody zawiera tylko aragonit. Kolejnym
nieorganicznym zwiazkiem, jaki udato si¢ zidentyfikowa¢ w prébce jest disiarczek zelaza
wystgpujacy w postaci pirytu. Jest to zwiazek, ktory znajduje si¢ glownie poza strefami
weglanowymi, ktére jako material pierwotny byty gtéwnym przedmiotem zainteresowania.
Siarczan wapnia wykryty za pomoca spektrometru Ramana na pograniczu warstw
weglanowej 1 pirytowej pojawit si¢ w wigkszej ilosci w przypadku analizy $cianki
zewngtrznej amonitu a w Sladowej w przypadku analizy przegrody. Siarczan pojawia si¢ w
wyniku utlenienia jonéw siarczkowych pirytu. Niektore sygnaly pochodzace z analizy
ramanowskiej wskazuja, ze oprdcz struktury nieorganicznej (mineralnej) mozna oczekiwac
w badanej muszli obecnosci zwiazkéw organicznych,. Moze $wiadczy¢ o tym obecnos¢
piku v=2973cm’, charakterystycznego dla grupy C-H, oraz obecno$é dwdch
niezidentyfikowanych pasm w strefie 5-25° katéw 20, charakterystycznej dla rozproszen

zwiazkéw wielkoczasteczkowych.

Analizowany materiat zawiera rdéwniez szereg pierwiastkow. W $ciance
zewngetrznej wykryto obecnos¢ C, O, Al, Si, S, Zn 1 Ca a w Sciance przegrody C, O, Fe, S,
Na, Si, P, Ca, Zn, Ar, Ni, Cu, As 1 Sr. Réznice skladu pierwiastkowego tych dwdéch
fragmentéw muszli sa spowodowane wigkszym przeobrazeniem S$cianki przegrody i jej
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wigkszym zanieczyszczeniem oraz faktem, ze metoda mikro-fluorescencji rentgenowskiej
(XRF), ktora pozwolita na detekcje najwigkszej liczby pierwiastkéw przeprowadzono ze

wzgledu ograniczony dostep do aparatury analiz¢ tylko przegrody muszli.

Nalezy podkresli¢, ze niektére metody bardzo dobrze si¢ uzupelniaja. Zaczynajac
od analiz XRD na poczatku badan mozna bylo stwierdzi¢ obecno$¢ w prébkach
materialéw krystalicznych o dos¢ duzym stezeniu takich jak piryt, aragonit i kalcyt. Nie
bylo mozliwe jednak doktadne okreslenie miejsc wystgpowania tych struktur. Analiza
Ramanowska to umozliwita, chociaz nie byto mozliwe peine rozréznienie wystgpowania
miejsc kalcytu i aragonitu. Metoda ta charakteryzuje si¢ duza rozdzielczo$cia przestrzenna
(1um) i nadaje si¢ doskonale do badan mikro-strukturalnych. Wada tej metody jest za to w
niektorych przypadkach wystgpowanie duzej fluorescencji, co obserwowano w niniejszych

badaniach.

Podczas analiz mikro-strukturalnych za pomoca sondy ramanowskiej dostrzegamy
brak dostatecznej informacji jakosciowej w poszczegdlnych miejscach probki (czes¢
pikow na poziomie tta), dlatego bardzo wazne jest uzupetnienie brakujacych wynikow
analiza elementarng przeprowadzona na tym samym obszarze. Do tych celéw nalezy
zastosowa¢ przynajmniej jedna metodg pozwalajaca na wzbudzenie charakterystycznego
promieniowania rentgenowskiego pierwiastkow taka jak: EPMA, PIXE lub XRF. W
badaniach przekroju poprzecznego przegrody szkieletu amonitu w celach poréwnawczych
zastosowano wszystkie trzy metody. Metoda XRF okazata si¢ by¢ najbardziej miarodajna
mi¢dzy innymi, dlatego, ze wiazka promieni X, ktéra bombardujemy probke ma
najwigksza glebokos$¢ penetracji w pordwnaniu z elektronami i protonami. Dzigki temu
uzyskujemy sygnat z glebiej potozonych obszarow probki, ktore nie ulegaty
zanieczyszczeniu badz czgSciowemu zniszczeniu podczas przygotowywania prébek do
analizy (przygotowanie zgladu - ciecie, szlifowanie, polerowanie). Zaleta tej metody jest
rowniez mozliwo$¢ pracy bez zastosowania prézni podczas pomiarow. Wada jest
natomiast wigksza szeroko$¢ wiazki (w tym przypadku 15um), ale podczas badania probki
amonitu byto to praktycznie bez znaczenia, gdyz zastosowanie mniejszego kroku pomiaru
niz szeroko$¢ wiazki pozwolito na uzyskanie miarodajnych wynikéw. Wada jest réwniez
niemozliwo$¢ analizy lzejszych pierwiastkéw, ktérych sygnaty sa absorbowane w
powietrzu na drodze do detektora. Analiza EPMA okazata si¢ by¢ bardziej narazona na
btedy. Wedlug mnie bylo to spowodowane mniejsza gtgbokoscia penetracji probki przez

wiazke elektronéw, przez co sygnal w wigkszym stopniu pochodzit z zanieczyszczonej
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powierzchni prébki oraz byl widoczny wigkszy wpltyw nierdwno$ci przygotowanej
powierzchni na uzyskane wyniki. ROwniez analiza elementarna w tej metodzie okazata si¢
by¢ obarczona sporymi btgdami. Zaleta tej metody okazala si¢ mozliwo$¢ analizy
zawartosci wegla w prébkach, co jest nieosiagalne w analizach PIXE i1 XRF. Analiza za
pomoca sondy protonowej, ktora teoretycznie wydawata si¢ najbardziej odpowiednia ze
wzgledu na bardzo niski poziom szuméw, ktory jej towarzyszy 1 duza czutos¢ szczegdlnie
dla cigzszych pierwiastkow nie pozwolita na uzyskanie wielu informacji. Wykryto w
probkach w obu przypadkach, tj. dla prébki przegrody 1 $cianki zewngtrznej tylko wapn,

zelazo, siarke i cynk.
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4. Wnioski koncowe

Szkielet Sepia Officinalis sklada si¢ glownie z B-chitynowych przegréd oraz
aragonitowych kolumn. Warstwy przegrdod sa potaczone réwniez chitynowymi kolumnami
tworzac razem komory. Kolumny aragonitowe natomiast sktadaja si¢ z cienszych warstw
tworzac wysoce-uporzadkowana podstrukturg. Analizy ramanowskie dla pojedynczej
kolumny w duzym stopniu potwierdzaja, iz kolumny sa zbudowane z naprzemiennych
warstw aragonitu i zwiazku organicznego, ktérym jest chityna. Kolumny wystgpujace w
szkielecie tworza strukturg taczaca cechy struktur pryzmatycznych i kolumnowych struktur
pertowych opisywanych w czesci literaturowej. Z przebiegu badan wynika, ze chityna
tworzy rusztowanie dla calej konstrukcji, w ktora wbudowuja si¢ dopiero krysztaty
aragonitu, z natury bardzo kruche. Potaczenie cech chityny i aragonitu w tym materiale
kompozytowym daj¢ niezwykle wilasciwosci mechaniczne konstrukcji przy jej malej
masie.

Analiza XRD dla ptaszczyzn réwnolegtych 1 prostopadtych do przegrdd 1 odpowiednio
kolumn pozwolita ustali¢ preferowana orientacj¢ aragonitu w kolumnach jako <001>.
Moze by¢ to wskazéwka do ewentualnej kontrolowanej krystalizacji struktur
aragonitowych w tworzonych materiatach biomimicznych.

Podwyzszona 1lo$¢ azotu oznaczona na analizatorze CHN w stosunku do rozpoznane;j
w probce chityny spowodowana jest obecnoscia biatek (odpowiadajacych za proces
biomineralizacji), trudno wykrywalnych stosowanymi w niniejszej pracy metodami.

Analiza rostrow belemnitéw wykazata, ze sktadaja si¢ one giéwne z kalcytu, ktéry jest
czesto zanieczyszczony, szczegllnie w strefach wewngtrznych blisko linii wierzchotkowej
1 w strefach bliskich krawedzi zewngtrznych przekrojéw poprzecznych rostrow takimi
pierwiastkami jak: Si, Al, Mn i Ti. Analizy mikrodyfrakcyjne wykazuja ponadto, ze strefy
zewnetrzne sktadaja si¢ z dobrze przekrystalizowanych monokrysztatéw, podczas gdy w
strefach wewngtrznych wystgpuje materiat polikrystaliczny.

Obecnos¢ bardzo charakterystycznych koncentrycznych warstw na zdjgciach
optycznych przekroju poprzecznego rostréw belemnitow pozwala przypuszczaé, ze
warstwy dostrzegane na zdjgciach optycznych sa warstwami przyrostow okresowych.
Analiza stosunkow molowych Mg/Ca (uwazanych za chemiczne wskazniki
temperaturowe) w probkach belemnitow za pomoca sondy elektronowej 1 ich korelacja z
sygnatem optycznym probek pozwala przypuszczaé, ze kolor warstw dostrzeganych na

zdjeciach optycznych jest zwiazany ze zmianami stosunku Mg/Ca, a posrednio temperatur
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tworzenia szkieletow. Wyliczony na podstawie zawarto$ci magnezu i wapnia stosunek
Mg/Ca dla probki Hibolites sp. miescit si¢ w granicach 9-12 [mmolMg/molCa].
Korzystajac nastgpnie ze skali termometrycznej wyprowadzonej przez Rosenthal 1 in.
(Rosenthal et al. 1997) (wzoér V) oraz $redniego stosunku Mg/Ca 11,14 mmolMg/mol/Ca
ustalono na podstawie rostrum Hibolites sp. ze $rednia temperatura oceanu mogta wynosic¢
+25°C. Dla probki Belemnitella sp. wartos¢ srednia stosunku Mg/Ca wynosita 18,37
mmolMg/molCa. zbyt duze diagenetyczne zmiany w probce uniemozliwiaja
wykorzystanie jej jako wiarygodnego wskaznika temperatury. Uznano, ze wyznaczona
temperatura bytaby obarczona zbyt duzym btedem.

Budowa szkieletu matwy spokrewnionej z belemnitumi charakteryzujaca si¢
obecnoscia w czgsci brzusznej cienkich warstw chitynowych przegréd 1 grubych warstw
mineralnych (obszar kolumn aragonitowych) mogtaby wskazywaé, ze widoczne na
przekrojach szkieletow belemnitéw cienkie warstwy w ksztalcie pierScieni moga tworzy¢
si¢ podczas diagenezy z przegrod chitynowych wystepujacych pierwotnie w szkieletach.

Niestety, wysitki w celu znalezienia pozostalo$ci materii organicznej w belemnituch
nie przyniosly pozytywnego rezultatu, poza pewnymi wskazowkami z analizy
termograwimetrycznej i wynikami z niektérych pomiaréw EPMA, gdzie pojawit si¢ wegiel
w pewnym nadmiarze w stosunku do tego zwiazanego w kalcycie.

Nalezatoby ustali¢, dlaczego w przypadku amonitéw resztki pierwotnej materii
organicznej wykrywa si¢ z fatwoscia a w belemnicie nie. Trzeba podkresli¢ takze, ze bez
udziatu organicznej matrycy trudno sobie wyobrazi¢ $cisle mineralogiczna synteze
obiektéw o ksztalcie stozka z bardzo prostych krystalitéw kalcytu czy aragonitu.

Waznym elementem wgladu w konstrukcje rozwazanych materialéw jest obserwacja
efektu samopowtarzalnosci niektorych struktur. Najlepiej obserwowane jest to na
przykladzie komor szkieletu sepii, ale efekt ten mozna obserwowac¢ w szkielecie amonitu i
by¢ moze w pierscieniach widocznych na poprzecznych przekrojach belemnitow

Analiza muszli amonitu Kosmoceras Duncani wykazata, ze podstawowym materiatem,
z ktorego sktada sig¢ szkielet jest weglan wapnia. W $ciance zewngtrznej, lepiej
zachowanej, gléwnym mineralem jest aragonit, pierwotnie wystepujacy w szkielecie. W
sciankach przegréd nastapila przemiana polimorficzna aragonitu w kalcyt. Piryt, trzeci
sktadnik wystgpujacy w probce wytworzyl si¢ prawdopodobnie z tkanki migkkiej
stworzenia 1 otula §$ciank¢ zewngtrzna z jednej strony (od srodka muszli), przegrody

wewngtrzne z dwoch stron.
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Do oceny rozmieszczenia sktadnikéw prébek czgsto uzyteczne jest odniesienie
sygnatéw chemicznych do sygnalu optycznego uzyskanego z obszar6w poddanych
analizie. Sygnal optyczny uzyskany za pomoca dobrego mikroskopu jest zadziwiajaco
czuty, ale bez uzupetniajacych badan chemicznych jest informacyjnie ubogi.

Metoda spektrofotometrii w podczerwieni stosowana tradycyjnie do analiz zwiazkéw
organicznych moze by¢ czasami z duzym powodzeniem stosowana do oznaczen
jakosciowych r6znych struktur mineralnych. W omawianej pracy bylo mozliwe
rozréznienie kalcytu i aragonitu za pomoca tej techniki.

Metody emisyjne ze wzbudzeniem charakterystycznego promieniowania X
pierwiastkéw wymagajace zastosowania prézni (EPMA i PIXE) powodowaty cze$ciowa
destrukcje probek szkieletow matwy, przez co wyniki analiz byly obarczone btedem
wynikajacym z nieréwnosci badanej powierzchni, co ograniczalo ich zastosowanie w
przypadku analiz badanych prébek. Metoda PIXE ze wzgledu na duza energi¢ wiazki
protonéw (2+2,5MeV) powodowala jeszcze dodatkowa destrukcje badanej powierzchni.
Problemy te w mniejszym stopniu dotykaty analizy szkieletu amonitu Kosmoceras duncani
(nieréwna plaszczyzna przegrody) a byly zupelnie niezauwazalne podczas analiz rostrow
belemnitow.

Bardzo dobra metoda do szybkiej oceny stopnia zachowania lub stopnia
zanieczyszczenia skamieniatych probek w wyniku diagenezy jest wykonanie mapy
rozktadu krzemu metoda EPMA dla dobrze przygotowanych gtadkich przekrojow
poprzecznych prébek. Przy pomocy tej metody mozna identyfikowa¢ na powierzchni
probki miejsca dobrze zachowane — nadajace si¢ np. do badan paleo-srodowiskowych w
celu wyznaczenia skali termometrycznej oraz te bardzo zanieczyszczone, ktore nalezy z
tych badan wykluczy¢, jesli chcemy uzyska¢ wiarygodne wyniki. Uzyskuje si¢ dzigki tej
metodzie rowniez okreslenie miejsc najbardziej zanieczyszczonych. W przypadku
szkieletéw belemnitow najbardziej zanieczyszczone byty strefy znajdujace si¢ w okolicach
rdzenia probki (strefa wewngtrzna blisko linii wierzchotkowej) 1 zewngtrznych brzegéw
probek stykajacych si¢ z otaczajacym Srodowiskiem. Metod¢ te mozna stosowac
zamiennie z pomiarami katodoluminescencji, do ktérych wymagany jest dodatkowy
detektor CL. Pomiary te nie daja jednak informacji o sktadzie jako$ciowym i ilosciowym
zanieczyszczen.

Spektrometria Ramana okazuje si¢ by¢ bardzo uniwersalng technika pozwalajaca

jednoczesnie na analiz¢ skladu, struktury i rozmieszczenia w mikroskali zwigzkow
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obecnych w prébkach. Mozliwa jest analiza zaréwno zwiazkéw nieorganicznych z
rozréznieniem struktur krystalograficznych jak i organicznych. Dodatkowo technika ta
doskonale uzupetnia si¢ z technikami, gdzie wywotywana jest emisja charakterystycznego
promieniowania X pierwiastkéw i badane jest rozmieszczenie przestrzenne pierwiastkOw
(XRF, PIXE, EPMA) gdyz w przypadku analizy ramanowskiej uzyskujemy rozktad grup
chemicznych na badanej prébce a technikami fluorescencyjnymi rozktad pierwiastkow,
przy czym wczesniejsza detekcja pierwiastkOw jest czgsto niezbgdna do prawidlowe;j
interpretacji rozproszen ramanowskich.

Analizy dyfraktometryczne z zastosowaniem promieniowania rentgenowskiego oprocz
informacji o sktadzie mineralnym prébek pozwalaja réwniez na wstepna oceng obecnosci
polimerowych  zwiazkéw  organicznych  wystgpujacych w  obecnos$ci  dobrze
skrystalizowanych zwiazkéw nieorganicznych. Jest to mozliwe dzigki analizie rozproszen
w zakresie matych katéw 2 ©. Dzigki tej metodzie mozliwe bylo m. in. rozstrzygnigcie, ze
w przegrodzie szkieletu sepii znajduje si¢ P-chityna oraz stwierdzenie obecnosci stabo
skrystalizowanej pierwotnej lub wtérnej materii organicznej w szkielecie amonitu.

W niniejszej pracy z duzym powodzeniem wykonano analizy rozproszen od substancji
niekrystalicznych, mozliwe do przeprowadzenia za pomoca klasycznego zestawu do
dyfrakcji rentgenowskiej. W przypadku takich polimeréw jak chityna metoda ta przynosi
bardzo dobre wyniki.

Tréjwymiarowa analiza rozkladu pierwiastkéw wykonana za pomoca sondy XRF z
detektorem konfokalnym jest doskonata metoda pozwalajaca na oceng rozmieszczenia w
przestrzeni pierwiastkow obecnych w probkach o matej gestosci i niezawierajacych
cigzkich pierwiastkow. Wida¢ to wyraznie po wynikach uzyskanych dla fragmentu czgsci
brzusznej szkieletu matwy. W przypadku analiz probek muszli amonitu Kosmoceras
Duncani prébki o wigkszej ggstosci, absorpcja sygnaléw pierwiastkow z glebiej
potozonych analizowanych warstw w prébce uniemozliwia takie oznaczenie.

Metody SRIXE i PIXE ze wzgledu na duza energi¢ wiazek wzbudzajacych wyr6zniaja
si¢ ze wszystkich mozliwoscia detekcji pierwiastkdw cigzkich obecnych w prébkach. Z
kolei EPMA jako jedyna pozwala na detekcj¢ i analizg¢ wegla w probkach. W niektérych
miejscach z takiej analizy wynika sugestia podziatu wegla na ten obecny w zwiazkach
organicznych 1 nieorganicznych.

Zaleta metod PIXE 1 EPMA jest ich duza rozdzielczos¢ przestrzenna ze wzgledu na

wigksze mozliwosci skupiania natadowanych czastek elementarnych. W przypadku analiz
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SRIXE i XRF uzyskuje si¢ tradycyjnie wiazki o $rednicy ok. 10-20um, co ogranicza ich
rozdzielczos¢. Podczas analiz mapowania jest to po czgsci redukowane dzigki mniejszemu
krokowi pomiaru poprzez zastosowanie bardzo precyzyjnych ruchomych stolikow
pomiarowych. W przypadku analiz SRIXE i XRF pojedynczy wynik jest zawsze Srednig
uzyskana z pola padania wzbudzajacej wiazki o $rednicy wynoszacej 10+20 pm. W

przypadku analiz PIXE 1 EPMA wartos¢ ta wynosi odpowiednio do 8 1 2 pm.
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Perspektywy dalszych badan

W dalszych badaniach mikrostruktury szkieletu Sepia Officinalis nalezy skupi¢ sig
na przestrzennym rozmieszczeniu zwigazkéw organicznych takich jak biatka 1 ich
pochodne. Wymaga to z jednej strony zastosowania urzadzenia pomiarowego o duzej
rozdzielczos¢ przestrzennej, a z drugiej zastosowania metody, ktéra pozwoli na detekcje 1
rozréznienie wystgpujacych w nim zwiazkéw. Obiecujaca technika, ktéra moglaby by
znalez¢ zastosowanie jest spektrometria mas jonéw wtérnych (SIMS) z zastosowaniem
dziata fulerenowego, ktére pozwala wybija¢ wtérne jony zwiazkéw wielkoczasteczkowych
(do 10 tys. Da) z minimalna lub bez fragmentacji czasteczek. Warto§ciowe wyniki mozna
by réwniez otrzymac stosujac metodg obrazowania za pomoca spektrometru MALDI-TOF
MS.

Korzystnie byloby réwniez przejscie przy badaniu do jeszcze mniejszych niz
mikrometrowe rozmiaréw, najlepiej do rozmiaréw czasteczkowych i przeprowadzenie
badan nanostruktury szkieletu sepii. Poznanie nanostruktury bytoby wst¢gpem do badan nad
mechanizmami biomineralizacji zachodzacymi podczas tworzenia biokompozytow. Nalezy
podja¢ studia nad forma potaczen zwiazkéw organicznych z nieorganicznymi w
biomateriale oraz wyjasni¢ 1 opisa¢ charakter wiazan 1 okresli¢ oddziatywania
fizykochemiczne na granicy faz organicznych i nieorganicznych.

W badaniach nad szkieletem Sepia Officinalis trzeba ponadto uwzglednic
oddzialywania chityny z jonami tworzacymi weglany, biatka frakcji stabo i1 dobrze
rozpuszczalnych, ktére osadzaja si¢ na powierzchni chityny oraz potaczone oddziatywania
chityny, bialek rozpuszczalnych w roztworze oraz jondéw tworzacych struktury
krystaliczne. Nalezy skupic¢ sig takze na poznaniu proceséw indukowania i przySpieszania
przez bialka, aminokwasy i/lub jony metali procesu krystalizacji z roztworu jonéw
tworzacych struktur¢ mineralna.

Doktadne  poznanie nanostruktury  biomaterialbw  oraz  mechanizméw
biomineralizacji bytoby wstgpem do syntezy struktur biomimicznych przypominajacych
szkielet Sepia Officinalis 1 charakteryzujacych si¢ bardzo korzystnymi wtasciwosciami
takimi jak duza wytrzymato$¢ na cisnienie hydrostatyczne, duza wypornos¢ przy malej
gestosci 1 masie, szybka biodegradacja 1 mozliwos¢ przyjmowania przez organizmy jako

przeszczepy, co mogtoby mie¢ zastosowanie w medycynie.
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Rozw¢j biomimiki to nie jedyna korzy$¢ z badania biomaterialéw. Réwniez
odpowiednia modyfikacja materiatéw naturalnych takich jak szkielet sepii moze pozwoli¢
na uzyskanie bardzo praktycznych i uzytecznych materiatow.

Przyktadem moze by¢ chociazby modyfikacja szkieletu matwy poprzez delikatne
wytrawienie czg¢sci mineralnej i zastgpowaniu jej réznymi wypelniaczami organicznymi
lub nieorganicznymi osadzonymi na ,rusztowaniu” chitynowym. Mozemy réwniez
modyfikowa¢ powierzchni¢ wytrawionej sieci chitynowej szkieletu a przygotowywany
material modelowa¢ nadajac mu rézne korzystne wtasciwosci takie jak zdolnosci sorpcyjne
i katalityczne (Ogasawara et al. 2000). Material mozna by odpowiednio modyfikowac
gotujac szkielet w roztworach nadajac mu pozadane wtasciwosci uzyteczne w medycynie,
co juz bylo podejmowane przez Rocha 1 in. (Rocha et al. 2005), ktérzy poprzez
transformacj¢ hydrotermalna wytworzyli ze szkieletu sepii hydroksyapatyt oraz Kannana 1
in. (Kannan et al. 2007), ktérzy uzyskali podobny sposéb hydroksyapatyt podstawiony
fluorem.

Dalsze badania struktur skamieniatosci moga umozliwi¢ precyzyjne okreslenie
zmian temperaturowych zachodzacych w czasach prehistorycznych, moze pomdc w
zrozumieniu procesOw obiegu wapnia, wegla i tlenu w litosferze i réwnowagi kwasu
weglowego z dwutlenkiem wegla w réznych epokach, co pozwoli np. opisa¢ i/lub
zweryfikowa¢ dlugoterminowe trendy ekologiczne.

Zadaniem dla chemika mogloby by¢ w przypadku badan rostréw belemnitéw
wyznaczenie dokladnej skali termometrycznej bazujacej na stosunku Mg/Ca konkretnie dla
tego gatunku, co ograniczyloby btedy wynikajace z zastosowania skali powstalej dla
innych gatunkdéw, stworzen tworzacych szkielety. W tym celu nalezaloby si¢ postuzy¢
zweryfikowana juz skala termometryczna z uzyciem wskaznika '*0/'°0 i bazujac na niej
ustali¢ odpowiednie poprawki oraz wyprowadzi¢ wzér do obliczen temperaturowych dla
na podstawie stosunku Mg/Ca dla rostréw belemnitéw.

Dalsze analizy muszli amonitow natomiast mogly by pozwoli¢ na pogi¢bienie
wiedzy dotyczacej procesOw diagenezy zachodzacych w litosferze na przeciagu milionéw
lat oraz procesow podmiany weglandw wapnia wystgpujacych pierwotnie w $ciankach
muszli przez piryt, krzemionkeg i glinokrzemiany.

Ogolnie nalezy zwrdci¢ uwagg, ze opisane w niniejszej rozprawie doktorskiej

wyniki naleza prawie w catosci do wynikéw w skali mikro, z ttem podanym w mikroskali 1
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sa w zasadzie kompletne. Przy badaniu szkieletéw tutaj omawianych nalezatoby teraz

przejs¢ teraz do skali nanometryczne;.
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Informacje i podzigkowania

Na koncu pracy chciatbym podzigkowac¢ wszystkim osobom, bez ktérych pomocy
trudno by mi byto wykonac ta pracg.

Pragng ztozy¢ szczegdle podzigkowania osobom, ktére udostepnity mi aparature,
udzielily nieocenionego instruktazu 1 pomocy podczas analiz. Panom prof. dr hab.
Wojciechowi Kwiatkowi, dr Januszowi Lekkiemu oraz dr Erazmowi Dutkiewiczowi z
Instytutu Fizyki Jadrowej im H. Niewodniczanskiego w Krakowie, Panu dr hab.
Wojciechowi Paszkowiczowi z Instytutu Fizyki PAN w Warszawie, Panu prof. Narcis’owi
Mestres z ICMAB, Panu Prof. Pierre’owi Chevallier’owi z LURE 1 Panu dr Gerald’owi
Falkenberg’owi z HASYLAB.

Panu dr Pedro Gomez-Romero dzigkuj¢ za goscinno$¢ i opieke w trakcie mojego
pobytu w Instytucie Materiatéw (ICMAB) w Barcelonie.

Serdecznie dzigkuje¢ kolezance Dr Emilii Fornal z Katedry Chemii KUL za
wnikliwe uwagi podczas wykonywania badan, za uwazne 1 wnikliwe przeczytanie tekstu
niniejszej rozprawy, co pozwolito na wyeliminowanie wiele brakow i niedociagnigc.

Panom dr Robertowi Mroczce oraz dr Dariuszowi Wegrzynkowi dzigkuje za
wykonanie analiz za pomoca sondy rentgenowskiej, co pozwolito na uzyskanie wynikow
tréjwymiarowego rozmieszczenia pierwiastkow w szkielecie matwy.

Panom mgr Stanistawowi Jachymkowi oraz dr Hubertowi Wierzbowskiemu
dzigkuj¢ za przekazanie mi do badan probek skamieniatosci.

Panu Marianowi Palowi z Zakladu Mineralogiczno-Jubilerskiego ,Inkluz” w
Lublinie dzigkujg¢ za pomoc w przygotowywaniu zgladéw do mikroanaliz.

Dzigkuje¢ réwniez niewymienionym tutaj kolezankom i kolegom z Katedry Chemii
KUL, ktérzy wspierali mnie swoja zyczliwoscia 1 pomoca w trakcie wykonywania
niniejszej pracy.

Niektore badania zostaty czesciowo wykonane w ramach granatow:

HPMT — CT - 2000 — 00006 Stypendium Marie — Curie w Instytucie Materiatow (ICMAB),
Barcelona, Hiszpania

2003 — DA — 009 — 03 Osrodek Synchrotronowy LURE, Orsay, Francja

2004 — I — 03 — 087 Osrodek Synchrotronowy HASYLAB, Hamburg, Niemcy
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