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Abstract

Nacre is a biogenic polymer-mineral composite material containing mineral layers made of

con�uent aragonite platelets (about 98wt.%) and organic material (2wt.%). The 500 nm thick

polygonal-shaped aragonite platelets have diameters in the µm range. Edges of the mineral

platelets are surrounded by the so-called intertabular organic matrix (ITM). The interlamellar

organic matrix (ILM) � an organic layer with a thickness of about 40 nm � separates the di�erent

con�uent mineral layers. Own AFM investigations of the interlamellar matrix carried out in liquid

environment (deionised water) have shown that the ILM consists of a network-like structure of

randomly oriented and intertwined chitin �laments with holes up to 200 nm. Di�erent protein

molecules are bound to these chitin �laments a�ecting the biomineralization process [1, 2].

Two di�erent types of samples obtained from natural nacre of the gastropod Haliotis

tuberculata � (1) freshly grown �at pearl nacre and (2) freshly cleaved nacre surfaces �

were used to study the arti�cially induced nucleation and growth of calcium carbonate (CaCO3)

crystals directly by AFM-observations. To prepare freshly grown �at pearl nacre, cover glass discs

were inserted into the extrapallial space between the mantle epithelium and the shell of living

seawater snails [3, 4]. Freshly cleaved nacre surfaces were prepared from the shells of seawater

snails [4].

The surface structures of both kinds of samples were characterized by AFM. Therefore, native

samples were imaged with the AFM in liquid environment (0,9mM or 1mM CaCO3 solution).

On the freshly cleaved nacre surface the polygonal-shaped aragonite platelets could be observed

very well. Growth fronts of freshly grown �at pearl nacre consist of small stacked aragonite

platelets with upstairs decreasing lateral dimensions forming the so-called �stacks of coins�. Here,

the organic layers covering the single aragonite platelets are clearly visible [4, 5].

To observe arti�cial biomineralization several AFM-sequences were recorded. To initiate

crystal growth on both sample types de�ned volumes of the initial CaCO3 solution (0,9mM

or 1mM) were replaced several times by supersaturated solutions (2mM, 4mM or 5mM). These

solution exchanges were carried out carefully during AFM imaging to observe nucleation processes

directly. On both surfaces, freshly grown �at pearl nacre and freshly cleaved nacre surfaces,

arti�cially induced nucleation and the growth of preferably needle-shaped crystals were observed

for the �rst time with the AFM. Stronger and faster crystal-growing processes were observed at

the boundaries and at the central region of aragonite platelets as might be expected from the

distribution of e.g. carboxyl groups and proteins within the chitin �lament network of the thin

organic layer (ILM) [5, 6].

In addition, REM investigations were carried out on both types of samples where crystal

growth were initiated and observed successfully within the AFM-experiment. Here, structures,

distances and densities of arti�cial grown crystallites were studied in detail.
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1 Einleitung und Motivation 1

1 Einleitung und Motivation

Durch die Kombination verschiedener Materialien sowie deren geometrische Anordnung zu-

einander entstehen Verbundmaterialien � auch Komposite genannt -, deren mechanische

Eigenschaften, wie z. B. Härte, Elastizität, Stabilität und Biegefestigkeit gezielt verän-

dert und positiv beein�usst werden können [2, 4]. Als Biominerale bezeichnet man die

in der Natur vorkommenden Verbundmaterialien, die sehr oft aus in eine organische Ma-

trix eingelagerten und/oder eingewachsenen, ursprünglich recht spröden Mineralkristallen

aus Modi�kationen des Calciumcarbonats oder des Calciumphosphats bestehen [2]. Da-

zu gehören z. B. die aus Hydroxylapatit-Mineralplättchen und Kollagenfasern bestehenden

Knochen und Zähne von Wirbeltieren, aber auch Kieselalgen, Weizengrannen und Schach-

telhalme, bei denen in die organische Matrix Siliziumdioxid eingelagert ist [4, 7]. Dabei

können Biominerale in einem Organismus auch bestimmte Aufgaben erfüllen, so sind z. B.

in den Skeletten von Schlangensternen aus Calcitkristallen bestehende, optische Mikrolin-

sen eingebaut und die sogenannten magnetotaktischen Bakterien können sich durch die

Einbettung von Eisenoxid-Nanoteilchen im Erdmagnetfeld orientieren [2, 4]. Die zuerst

durch Selbstassoziation entstehende organische Matrix dient dabei als Grundgerüst, das

Form, Anordnung und Geometrie der später gebildeten Mineralkristalle festlegt [4].

Das die innere Schalenschicht von Meeresschnecken und Muscheln bildende und auf-

grund optischer Mehrfachinterferenzen bunt schimmernde Perlmutt ist ein biogener Ver-

bundwerksto�. Dieser besteht aus vielen einzelnen polygonal geformten Aragonitplätt-

chen mit lateralen Ausdehnungen im Bereich einiger Mikrometer, die in den Zwischen-

räumen der durch Selbstassoziation entstandenen und entsprechend vorgeformten orga-

nischen Schichten, die eine organische Matrix bilden, gewachsen sind [4, 5]. Dabei bilden

die Aragonitplättchen in horizontaler Richtung ausgedehnte und kon�uente (durchgehen-

de) Schichten mit Höhen von etwa 500 nm, die der mittleren Wellenlänge des sichtbaren

Lichts entsprechen [1, 4]. Die benachbarten Plättchen in diesen horizontalen Schichten sind

durch jeweils dünne organische Schichten der sogenannten intertabularen Matrix (ITM)

voneinander getrennt. Im Perlmutt sind nun viele dieser horizontalen, kon�uenten Schich-

ten, die jeweils durch die interlamellare organische Matrix (ILM) getrennt sind, versetzt

übereinander gewachsen, sodass eine stabile und elastische �Mauersteinanordnung� aller

Aragonitplättchen vorliegt [5]. Wie bereits in eigenen Untersuchungen [1, 2, 4] gezeigt wer-

den konnte, besteht die unlösliche organische Matrix gröÿtenteils aus mehr oder weniger

geradlinig verlaufenden, netzwerkartig ver�ochtenen Chitin�lamenten, an die zahlreiche

verschiedene Proteinmoleküle gebunden sind, die als Nukleationskeime während des Ara-

gonitwachstums dienen können und so die Biomineralisation beein�ussen. Aufgrund der
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hohen biologischen Verträglichkeit kann Perlmutt z. B. als Zahn- und Knochenersatzwerk-

sto� eingesetzt werden [2]. Neben der biologischen Verträglichkeit erwartet man durch die

organische Matrix � zusätzlich zu der durch das Calciumcarbonat bedingten Festigkeit �

vor allem Elastizität und Biegefestigkeit [4, 8]. Darüber hinaus ist es durchaus denkbar,

dass bei Überlastung, Bruch oder Überdehnung eventuell eine Selbstheilung des Materials

möglich ist [2].

Deshalb ist eine künstliche Herstellung von Perlmutt von groÿem Interesse. Dazu muss

jedoch zuerst der natürliche und danach erst ein induzierter Wachstumsprozess der Ara-

gonitkristalle in der organischen Matrix untersucht und besser verstanden werden. Diese

Untersuchungen sind Ziel der vorliegenden Arbeit. Bisher konnte die Nukleation und das

Wachstum von Aragonitkristallen, die in den lateralen Zwischenräumen der vorher ausge-

bildeten organischen Schichten entstehen, noch nicht direkt beobachtet werden. Allgemein

wird angenommen, dass die Aragonitkristalle zunächst verstärkt entlang der ~c -Achse in

die [001]-Richtung bis zu einer Höhe von etwa 500 nm wachsen [5]. Die Anwesenheit der

vorgeformten organischen Schicht hemmt nun das weitere Wachstum in [001]-Richtung,

sodass das Wachstum nun stärker lateral in die [100]- und [010]-Richtung erfolgt und sich

schlieÿlich Kristallite verbinden und so �ache, etwa 500 nm dicke Aragonitplättchen ent-

stehen [3, 5]. In der Literatur werden für die Entstehung der typischen Plättchenform des

Aragonits bei der Perlmuttbildung verschiedene Wachstumsmodelle, wie z. B. das hetero-

epitaktische Wachstum, das ionotrope Modell oder das Mineralbrückenmodell diskutiert

[4, 5].

In der vorliegenden Arbeit erfolgt nun erstmals mit Hilfe des Rasterkraftmikroskops

(AFM) die direkte Beobachtung der Nukleation und des Wachstums von Calciumcarbonat-

kristallen über jeweils längere Zeiträume auf zwei Arten von Probenoberfächen. Das sind

erstens die aus sogenannten ��at pearls� gewonnenen Wachstumsfronten und zweitens die

frisch gespaltenen Perlmuttober�ächen, auch Perlmuttspalt�ächen genannt.

Für die Herstellung der ��at pearls� werden abiotische Substrate (z. B. Deckgläser) im

extrapallialen Raum zwischen dem Mantelepithel des Schneckenkörpers und der inneren

Schalenseite lebender Meeresschnecken inkubiert [4, 9]. Das auf dem inkubierten Substrat

aufgewachsene Schalenmaterial wird dann als ��at pearl� bezeichnet [3, 9]. Hier bieten

die aus den sogenannten �stacks of coins� (Stapel unterschiedlich groÿer übereinanderlie-

gender Aragonitplättchen) bestehenden weiÿlich erscheinenden Wachstumsfronten einen

guten Zugang zu den einzelnen Aragonitplättchen und zu der organischen Matrix, die

diese Aragonitplättchen bedeckt sowie zu der organischen Matrix zwischen den verschie-

denen �stacks of coins� [4]. Zusätzlich ist aufgrund der de�nierten Inkubationszeiträume

das genaue Alter des aufgewachsenen Schalenmatrials bekannt [3, 4]. Dagegen werden die
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Perlmuttspalt�ächen, bei denen die einzelnen, lateral benachbarten Aragonitplättchen in

den horizontal verlaufenden, kon�uenten Schichten gut beobachtbar sind, aus den Schne-

ckenschalen gestorbener Meeresschnecken erzeugt [4, 10]. Für die Initiierung des Kristall-

wachstums auf den jeweiligen Probenober�ächen während des direkten Abbildens mit dem

AFM werden übersättigte CaCO3− Lösungen verschiedener Konzentrationen verwendet.

Aus den Beobachtungen dieser Wachstumsexperimente werden Hinweise zum Aragonit-

wachstum im Perlmutt gewonnen. Nach Durchführung der AFM-Wachstumsexperimente

erfolgt zusätzlich die Untersuchung und Charakterisierung derselben Proben mit Hilfe des

Rasterelektronenmikroskops (REM).

Im Kapitel 2 werden die Grundlagen und der Stand der Forschung zu den Modi�ka-

tionen des Calciumcarbonats und den Kristallisationsprozessen, zum Aufbau des Perlmutts

und der organischen Matrix, zu den in der organischen Matrix vorhandenen biominerali-

sierenden Proteinen sowie zu den bisher in der Literatur diskutierten Wachstumsmodellen

behandelt. Das Kapitel 3 widmet sich den Grundlagen der beiden genutzten experimentel-

len Techniken Rasterelektronen- und Rasterkraftmikroskopie. Im Kapitel 4 erfolgt sowohl

die Beschreibung der Reinigungsprozeduren und Vorbereitungen für die AFM-Untersuch-

ungen als auch die Beschreibung der recht aufwendigen Herstellungs- und Präparations-

prozeduren der Wachstumsfronten aus ��at pearls� und der Perlmuttspalt�ächen für die

AFM- und REM-Untersuchungen. Im Kapitel 5 werden die Ergebnisse der Strukturunter-

suchungen beider Probenarten � Wachstumsfronten und Perlmuttspalt�ächen � und die

Ergebnisse der Wachstumsexperimente auf diesen Probenober�ächen detailliert beschrie-

ben und diskutiert. Im Kapitel 6 folgt schlieÿlich die Zusammenfassung und ein Ausblick.
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2 Perlmutt - Grundlagen und Stand der Forschung

Perlmutt ist ein natürlich gewachsenes und daher ein biologisch sehr gut verträgliches, star-

kes und zähes Polymer-Mineral Verbundmaterial, das zu etwa 98wt.% aus polygonalen,

jeweils etwa 500 nm dicken Aragonitplättchen besteht, die sowohl nebeneinander als auch

versetzt übereinander innerhalb einer organischen Matrix angeordnet sind [4, 5]. Das durch

Biomineralisation entstandene Aragonit ist eine Kristallisationsform des Calciumcarbo-

nats und wird in Abschnitt 2.1 näher eingeordnet und beschrieben [2, 4]. In Abschnitt 2.2

�nden sich Anmerkungen zum Keimbildungs- und Kristallisationsprozess des Calciumcar-

bonats. Darüber hinaus erfolgt die Beschreibung des detaillierten Aufbaus der inneren,

aus Perlmutt bestehenden Schalenschicht von Meeresschnecken in Abschnitt 2.3 und der

verschiedenen für die Entstehung der Perlmuttschicht diskutierten Wachstumsmodelle in

Abschnitt 2.4 sowie die Erklärung der Farberscheinungen an den unterschiedlichen Pro-

benarten � Wachstumsfronten und Perlmuttspalt�ächen � in Abschnitt 2.5.

Generell ist Calciumcarbonat eines der häu�gsten, wenn nicht sogar das wichtigste

Biomineral. Diese Biomineralisation, die u. a. von Meeresschnecken und Muscheln sowie

von Zähnen und Knochen der Säugetiere her bekannt ist, ist eine sehr wichtige CO2−Senke
neben anderen CO2− bzw. kohlensto�bindenden Prozessen, wie z. B. Kalkabscheidungen

im Meer (Sedimentschichten, Fossilien), der Bildung von Kalkstein und Dolomit sowie

der Photosynthese [11, 12]. Die durch Biomineralisation im Einzelnen entstehende Gröÿe,

Struktur und Morphologie des Calciumcarbonats wird in der Natur o�enbar über den

Wassergehalt, den pH-Wert, die Temperatur, den Kristallisationsweg und über räumliche

Beschränkungen beim Wachstumsprozess sowie über Additive, wie z. B. saure Proteine

oder Mg2+-Ionen, beein�usst oder sogar darüber gesteuert [13].

2.1 Die kristallinen Modi�kationen des Calciumcarbonats

Man unterscheidet fünf kristalline Modi�kationen und eine amorphe Form (ACC1) des

Calciumcarbonats, das ein Calciumsalz der Kohlensäure ist [14, 15]. Die drei kristallinen

wasserfreien, in der Natur vorkommenden Polymorphe sind Calcit, Aragonit und Vaterit

[2, 4]. Die Eigenschaft in diesen drei Formen aufzutreten, heiÿt Trimorphie des Calcium-

carbonats [4, 16]. Das Calciumcarbonat ist ein Ionenkristall und besteht aus zweifach

positiv geladenen Calciumionen (Ca2+-Ionen) und zweifach negativ geladenen Carbonat-

ionen (CO 2−
3 -Ionen) [4, 17]. Bei den drei Modi�kationen sind die Ionen im Kristallgitter

entsprechend unterschiedlich angeordnet [14, 16]. Neben diesen drei wasserfreien Modi�-

kationen existieren noch zwei hydratisierte Formen des Calciumcarbonats, das Monohy-

1amorphes Calciumcarbonat, englisch: amorphous calcium carbonate
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drocalcit2 und das Ikait3 [14, 19]. In diesem Abschnitt werden nur die drei wasserfreien

Modi�kationen - Calcit, Aragonit und Vaterit - näher betrachtet.

Carbonate bestehen immer aus Carbonationen (CO 2−
3 -Ionen), aber verschiedenen zwei-

wertigen Kationen, wie z. B. Ca2+-, Mg2+-, Zn2+-, Sr2+-, Pb2+- oder Ba2+-Ionen4 [4, 16].

Der Ionenradius rIon der zugehörigen Kationen ist entscheidend für die Ausbildung der

Kristallstruktur. So bildet sich eine trigonale Kristallstruktur stets dann aus, wenn der

Ionenradius rIon < 1, 08Å ist und eine orthorhombische Kristallstruktur entsteht bei Io-

nenradien rIon > 1, 08Å [14, 16]. Die Ionenradien betragen z. B. 0,72Å bei Mg2+-Ionen,

0,69Å bei Fe2+-Ionen5, 0,83Å bei Zn2+-Ionen und 0,75Å bei Mn2+-Ionen6 [16, 26]. So kris-

tallisieren Magnesit (MgCO3), Siderit (FeCO3), Rhodochrosit (MnCO3) und Smithsonit

(ZnCO3) in der trigonalen Calcit-Struktur, aber Strontianit (SrCO3), Cerussit (PbCO3)

und Witherit (BaCO3) bilden eine orthorhombische Kristallstruktur7 aus [16]. Ca2+-Ionen

weisen einen mittleren Radius von 1,08Å auf und können somit sowohl in der trigonalen

Calcit-Struktur als auch in der orthorhombischen Aragonit-Struktur kristallisieren [4, 16].

Sogar die hexagonale Vaterit-Struktur kann von Calciumcarbonat gebildet werden [4, 14].

Darüber hinaus treten auch Carbonatgesteine mit verschiedenen zweiwertigen Kationen

auf [2]. So enthält z. B. Dolomit (CaMg(CO3)2) neben Ca2+-Ionen auch Mg2+-Ionen [16].

Calcit

Calcit � auch Kalkspat genannt � kommt in groÿer Formenvielfalt vor, tritt jedoch beson-

ders häu�g in rhomboedrischer, skalenoedrischer, tafeliger (Pinakoid) oder prismatischer

Ausbildung auf [4, 16]. Es kristallisiert im trigonalen Kristallsystem und weist die folgenden

Gitterparameter auf: a = b = 4, 98Å und c = 17, 02Å [2, 28]. Bekannt sind auch häu�ge

Zwillingsbildungen, so treten z. B. Kontaktzwillinge, polysynthetische Zwillinge und durch

tektonische Verformung hervorgerufene Druckzwillinge auf [29, 30]. Je nach Grad der Ver-

unreinigung variiert die Farbe und Dichte der Calcitkristalle, wobei die Dichte im Bereich

2Calciumcarbonat-Monohydrat mit CaCO3 ·H2O [18, 19]
3Calciumcarbonat-Hexahydrat mit CaCO3 · 6H2O [18, 19].
Ikait, das zuerst am Grund des Ikka-Fjords in Grönland entdeckt wurde [20, 21], bildet sich in der
Natur nur bei Temperaturen im Bereich von -2 °C bis 7 °C [22] und kommt z. B. in Antarktischem
Schelfeis [23, 24] und in Salzseen [25] vor. In wässrigen Lösungen ist Ikait bei allen Temperaturen und
niedrigen Drücken thermodynamisch weniger stabil als Calcit [22]. Oberhalb von 7 °C oder bei Ver-
änderung der geologischen Umgebungsbedingungen �ndet meist die Umwandlung von natürlich ge-
bildetem Ikait in Calcit oder Vaterit statt [18, 19].

4Magnesiumionen (Mg2+-Ionen), Zinkionen (Zn2+-Ionen), Strontiumionen (Sr2+-Ionen), Blei(II)-Ionen
(Pb2+-Ionen) und Bariumionen (Ba2+-Ionen)

5Eisen(II)-Ionen
6Mangan(II)-Ionen
7Die Ionenradien betragen 1,35Å bei Sr2+-Ionen, 1,41Å bei Pb2+-Ionen und 1,55Å bei Ba2+-Ionen
[16, 27].
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zwischen 2,6 g
cm3 und 2,8 g

cm3 liegen kann8 [14, 31]. Calcit hat eine Mohshärte von 3 und

weist eine sehr gute Spaltbarkeit entlang bevorzugter Spalt�ächen9 auf [4, 31]. So erhält

man bei Spaltung eines Calcitkristalls stets einen rhomboedrischen Spaltungskörper [32].

Calcit tritt von den wasserfreien Calciumcarbonatmodi�kationen geologisch am häu�gs-

ten auf, so z. B. als Hauptbestandteil von Kalkstein und Mergeln sowie von metamorph

gebildetem Marmor [29, 31]. Auch Stalaktiten und Stalagmiten, die nicht nur in Höhlen,

sondern auch z. B. unter Betonbrücken zu bewundern sind, bestehen gröÿtenteils aus Cal-

cit [4, 29]. Weiterhin kommt es in Kalksintern, Erzgängen und Karbonatiten10 vor [31].

Als Biomineral �ndet man es recht häu�g, so z. B. in Schalen von Vogeleiern [34], in der

äuÿeren Schalenschicht von Mollusken [35], in den Zellwänden von Kalkalgen [36], in den

Schalen von marinen Foraminiferen (marinen Einzellern) [35], im Exoskelett von Crusta-

ceen (Krebstieren) [37], als optische Mikrolinsen in den Skeletten von Schlangensternen

[7, 38] und in den Augenlinsen von fossilen Trilobiten11 [37] sowie in nanokristalliner Form

als Bestandteil der Schwerkraftrezeptoren12 im Innenohr von Säugetieren [4, 14].

Aragonit

Für die in der vorliegenden Arbeit durchgeführten Experimente zum Kristallwachstum ist

das Aragonit von besonderer Bedeutung. Aragonit ist unter Normalbedingungen thermo-

dynamisch weniger stabil als die Calcit-Modi�kation13 [4, 16]. Es bildet eine orthorhom-

bische Kristallstruktur aus, deren Einheitszelle durch die Gitterparameter a = 4, 95Å,

b = 7, 96Å und c = 5, 74Å charakterisiert wird [5, 15]. In [001]-Richtung entlang der

~c -Achse, welche der Wachstumsrichtung entspricht, wechseln sich Doppelschichten aus

Carbonationen und Schichten aus Calciumionen ab (siehe Abb. 1) [4, 17]. Aragonit, das

im Gegensatz zum Calcit keine bevorzugten Spalt�ächen besitzt, weist eine höhere Dichte

von 2,95 g
cm3 und eine etwas höhere Mohshärte von 3,5 bis 4 auf [4, 16]. Perlmutt, das z. B.

die innere Schalenschicht von Mollusken (Weichtieren) bildet, besteht aus vielen in eine

organische Matrix eingebetteten, �achen und polygonalen Aragonitplättchen, die vorwie-

gend in [100]- und [010]-Richtung entlang der ~a -Achse bzw. ~b -Achse wachsen [4, 5]. Da

das Wachstum des Aragonits entlang der ~c -Achse in [001]-Richtung durch die Anwesenheit

8Reiner Calcit hat eine Dichte von 2,7 g

cm3 [31].
9(211)-Ebenen in Miller Indizes [14]
10Karbonatite sind magmatische Gesteine, bei denen der Anteil der Karbonatminerale mehr als 50%
beträgt [33].

11meeresbewohnende Arthropoden (Gliederfüÿer) [39]
12Die Otolithen (Ohrsteinchen, Gehörsteinchen) sind fassförmige Calcitkristalle mit einer Gröÿe im Mi-
krometerbereich [40].

13Aragonit ist für eine gegebene Temperatur bei höheren Drücken thermodynamisch stabiler als Calcit
[41].
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von organischen Komponenten gehemmt wird, entsteht die typische Plättchenform [2, 5].

Auch bei der sogenannten Biorock-Technologie zur Herstellung von Wellenbrechern an

Stränden lagern sich an Metallkonstruktionen, die im Meer installiert wurden und an die

eine geringe Spannung14 angelegt ist, vorwiegend Aragonitkristalle ab, die dann insgesamt

eine Stabilität von Leichtbeton erreichen [42, 43].

Das in der Natur seltener als Calcit vorkommende Aragonit wird dort hauptsäch-

lich durch hydrothermale Prozesse gebildet [4, 44]. Dabei entstehen kristalline Strukturen

durchaus in groÿer Formenvielfalt, wie z. B. dendritische und nadelartige sowie säulen- und

kugelförmige Strukturen [4, 45]. So kommt es z. B. in Hohlräumen in vulkanischen Gestei-

nen und in Sinterkrusten oder Sprudelsteinen vor, die als Ausfällungen in thermalen Quel-

len entstehen [4, 16]. Als Biomineral ist es Bestandteil der Schalen von Schildkröteneiern

[46, 47] und der Exoskelette von Steinkorallen [48] sowie des Perlmutts in den Schalen von

Mollusken [4, 35]. Zusätzlich tritt es als Otolithen (Gehörsteinchen) von Fischen auf [49].

(a) (b)

Abbildung 1: (a) Aragonit-Kristallstruktur: Anordnung der Calciumionen (Ca2+-Ionen)
und Carbonationen (CO 2−

3 -Ionen) in den drei Kristallrichtungen und orthorhombische
Einheitszelle (Abb. aus [17]). Entlang der ~c -Achse in [001]-Richtung sind Schichten von
Ca2+-Ionen und Doppelschichten von CO 2−

3 -Ionen in alternierender Reihenfolge angeord-
net [2, 17]. (b) Geologischer Aragonitkristall (links oben) und (001) -Ebene des Aragonits
mit CO 2−

3 -Ionen als graue Dreiecke und Ca2+-Ionen als grüne Kreise (Abb. aus [50]).

Die Untersuchungen an z. B. Perlmutt legen nahe, dass die räumliche Beschränkung

durch die organische Matrix für die Aragonitbildung mitentscheidend ist, da ohne die or-

ganische Matrix rein thermodynamisch Calcit die stabilere Modi�kation wäre. Dass eine

vorgegebene räumliche Einschränkung oder die Vorgabe bzw. Existenz einer porösen Ma-

trix im Nano- oder Mikrometerbereich vorzugsweise zur Ausbildung von thermodynamisch

14Bei höherer Spannung lagert sich hauptsächlich Brucit ab [42, 43].
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weniger stabileren Kristallmodi�kationen und -formen führt, wurde z. B. bestätigt durch

Beobachtung der Calciumcarbonatkristallisation auf selbstorganisierenden Monoschichten

abgeschiedener Tropfen mit 4µm bis 10µm Durchmesser [51] bzw. auf biomimetischen

Templates aus DMAP (4-(Dimethylamino)pyridin15) und aus mit DMAP bedeckten kol-

loidalen Goldnanopartikeln in wässriger Lösung [52]. Die räumliche Einschränkung sta-

bilisiert die amorphe-Phase (ACC16) und schränkt die Beweglichkeit der Ionen weg von

ihrer Ober�äche ein, sodass deren Au�ösung sowie die Keimbildung und Kristallisation

verlangsamt werden. Damit können sich auch Kristalle in einer metastabileren Form bilden

und in dieser Kristallmodi�kation weiterwachsen [13, 53]. So wurde in [54] gezeigt, dass

sich räumlich, in spurgeätzten Nanoporen eingeschränktes amorphes Calciumcarbonat in

Aragonit-Nanodrähte mit de�nierten Durchmessern umwandelt. Bei der Mikrostrukturie-

rung handelt es sich um eine Imitation der in der Natur vorherrschenden Gestaltungsprin-

zipien. Die Art der räumlichen Einschränkung gestattet o�enbar eine Kontrolle über die

Morphologie der Kristalle [13].

Vaterit

Vaterit, das eine hexagonale Kristallstruktur ausbildet, besitzt eine Einheitszelle mit den

Gitterparametern a = b = 4, 13Å und c = 8, 49Å und ist von den drei wasserfreien

Modi�kationen thermodynamisch am instabilsten [4, 55]. Daher ist Vaterit recht selten

anzutre�en, so z. B. als spontane Präzipitate in stagnierenden, natürlichen Gewässern [56,

57]. In biologischen Materialien ist es meistens nur in einem geringen Anteil vorhanden

[4, 14]. Als Biomineral �ndet man Vaterit z. B. in den Schalen von Gastropoden [35] und in

den Stacheln von Seescheiden [14, 58] sowie als Bestandteil der Otolithen (Gehörsteinchen)

von Fischen [59, 60] und als Bestandteil von Gallensteinen [4, 61].

2.2 Kristallisationsprozesse

Das Kristallwachstum erfolgt nicht einfach spontan aus einer übersättigten Lösung. Zuerst

muss sich ein Kristallisationskeim, auch Nukleationskeim genannt, bilden oder bereits vor-

handen sein. Bei einer industriellen Kristallzüchtung wird ein groÿer Einkristall desselben

Materials eingebracht, der die Wachstumsrichtung sowie die bevorzugte Kristallisations-

form festlegt und dann unter geeigneten Bedingungen weiterwächst. Bei der Biominera-

lisation müssen sich die Kristallisationskeime selbstständig aus der übersättigten Lösung

entwickeln. Hierbei kann als Kristallisationskeim auch ein Protein fungieren, das durch

15englisch: 4-dimethylamino-pyridine
16amorphes Calciumcarbonat
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elektrostatische oder strukturelle Wechselwirkungen die Ober�ächenenergien beein�usst

[2, 4].

Ein bereits entstandener Nukleationskeim kann nur weiterwachsen, wenn er einen Min-

destradius17 erreicht hat und so die freie Keimbildungsenthalpie abnimmt [4, 14]. Die freie

Keimbildungsenthalpie ∆GK setzt sich zusammen aus der freien Enthalpie ∆GV (Volu-

menanteil18), die bei der Bildung des Keims, also beim Übergang von der übersättigten

Lösung in die kristalline Phase, frei wird, und aus der freien Enthalpie ∆GO (Ober�ächen-

anteil19), die zur Bildung der Grenz�äche zwischen Nukleationskeim und übersättigter Lö-

sung aufgebracht werden muss [14, 62]. Somit ergibt sich die freie Keimbildungsenthalpie

∆GK zu:

∆GK = ∆GV + ∆GO = V · ∆g

υ
+ A · σ , (1)

wobei υ das Molvolumen der kristallinen Phase, ∆g die Di�erenz der molaren freien En-

thalpie der beiden Phasen und σ die spezi�sche freie Grenz�ächenenergie20 sowie V das

Volumen und A die Ober�äche des Kristallisationskeims ist [62].

Bei der Entstehung und dem weiteren Wachstum der Kristallisationskeime spielt also

deren Ober�äche-zu-Volumen Verhältnis eine entscheidende Rolle. Die Grenz�äche, die

sich zwischen dem Nukleationskeim und der übersättigten Lösung ausbildet, verbraucht

durch ihre Ober�ächenspannung freie Enthalpie [2]. Betrachtet man einen kugelförmigen

Keim, dessen Ober�äche-zu-Volumen Verhältnis proportional zu 1/r ist, nimmt der re-

lative Anteil der Ober�äche mit kleiner werdendem Radius r zu und somit wird mehr

freie Enthalpie verbraucht [2, 4]. Das System wird also bestrebt sein, zu kleine Nuklea-

tionskeime zugunsten gröÿerer Nukleationskeime schnell wieder aufzulösen oder kleinere

Nukleationskeime zu gröÿeren zusammenzufassen. Ein ähnliches Verhalten ist aus dem

gleichen physikalischem Grund von sich berührenden Seifenblasen her bekannt, bei denen

die kleinere die gröÿere aufbläst. Somit ist anschaulich klar, dass der Nukleationskeim

nur weiterwachsen kann, wenn er die Mindestgröÿe überschritten hat [2]. Dieses Verhalten

wird als Ostwald-Reifung bzw. Ostwald-Ripening bezeichnet und ist auch aus der Kol-

loidchemie bekannt [4, 63]. Für das Kristallwachstum sind daher Kristallisationskeime, die

weiterwachsen notwendig.

17Betrachtet man die freie Keimbildungsenthalpie ∆GK in Abhängigkeit des Keimradius, so liegt der
Mindestradius bzw. kritische Radius beim Maximum von ∆GK [14, 62].

18Dabei gilt immer: ∆GV < 0. Die freie Enthalpie ∆GV ist proportional zum Volumen des Nukleations-
keims [62].

19Dabei gilt immer: ∆GO > 0. Die freie Enthalpie ∆GO ist proportional zur Ober�äche des Nukleations-
keims [62].

20Die spezi�sche freie Grenz�ächenenergie entspricht hier der Ober�ächenspannung [62].
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Von der Biomineralisation des Calciumcarbonats ist bekannt, dass das Kristallwachs-

tum oft durch Festkörperumwandlung aus der amorphen Phase (ACC) erfolgt, da diese

amorphe Phase die thermodynamisch günstigste Variante ist, die zuerst aus der CaCO3−
Lösung entsteht, vorausgesetzt, dass die Lösung für die ACC-Bildung ausreichend über-

sättigt ist. Bei diesem Prozess werden Wassermoleküle unterschiedlich ins amorphe Calci-

umcarbonat eingebaut. Das amorphe Calciumcarbonat besteht aus einer nanoporösen Ca-

reichen Matrix mit Kanalnetzwerk, das mit Wasser und mit CO 2−
3 -Ionen gefüllt ist [64].

Dabei sind hier zwei Arten von Wasser zu unterscheiden: erstens das wenig bewegliche (ri-

gide) Wasser, das sind direkt an Ca-Atome gebundene Wassermoleküle und zweitens sehr

mobile Wassermoleküle, die über Wassersto�brücken an den Sauersto� der CO 2−
3 -Ionen

binden. Diese Bindung ist energetisch günstiger als die Brückenbindung zwischen Wasser-

molekülen. Das Verhältnis von rigidem zu mobilem Wasser entscheidet über die Stabilität

der sogenannten ACC-Cluster [13]. Überschreiten die ACC-Cluster eine Gröÿe von etwa

45 nm, so wird z. B. die Calcitbildung gegenüber der ACC-Bildung wieder thermodyna-

misch günstiger [65, 66].

Aus dieser ACC-Phase treten Festkörperumwandlungen auf, wenn erste Kristallite

durch Verbrauchen (Au�ösen) der ACC-Matrix entstehen. Bei höherer Temperatur bil-

det sich vorzugsweise Calcit, bei höherem Druck auch Vaterit. Be�ndet sich das amorphe

Calciumcarbonat in viel mobilem Wasser, so führt das zur schnelleren Au�ösung der ACC-

Cluster und konsequenterweise zur Keimbildung für die kristalline Phase, da die Lösung

in einen Konzentrationsbereich kommt, der für die Kristallbildung noch übersättigt, aber

für die ACC-Bildung bereits untersättigt ist. Dabei haben Au�ösung und Keimbildung

unterschiedliche Geschwindigkeiten [67, 68]. Auch hier spielt das Ober�äche-zu-Volumen

Verhältnis eine entscheidende Rolle: kleinere Partikel lösen sich schneller wieder auf. Die

Geschwindigkeit der Au�ösung und die der Keimbildung entscheiden mit über die Mor-

phologie der entstehenden Kristalle.

Eine wichtige Rolle beim Kristallisationsprozess spielen die Additive, wie z. B. saure

Proteine mit Carboxyl- und/oder Sulfatgruppen, Mg2+-Ionen, Aminosäuren (Asparagin-

säure, Glycin, Phosphoserin) und andere carboxylhaltige Moleküle (Citrate, Polyacryl-

säure). Viele Additive erhöhen die Stabilität der ACC-Partikel, verzögern damit deren

Au�ösung und so den Kristallisationsprozess und begünstigen damit aber die Entstehung

metastabiler Kristallmodi�kationen [13]. Beispielsweise beein�ussen carboxylhaltige Mo-

leküle die Gröÿe, Struktur und Morphologie der wachsenden Kristalle, Mg2+-Ionen sta-

bilisieren die ACC-Partikel durch ihre höhere Ladungsdichte im Vergleich zu Ca2+-Ionen

und der dadurch verstärkten Wechselwirkung mit Wasser, eine hohe Konzentration von

Citraten in der Lösung unterdrückt die Bildung von Vaterit zugunsten einer Calcitkristal-
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lisation [69, 70]. Hochmolekulare Additive verzögern die Bildung von ACC-Partikeln und

induzieren so die Bildung von �üssigen CaCO3-Phasen (sogenannte polymer-induced liquid

precursor21) zugunsten einer klassischen Keimbildung für Kristalle [13]. So führt beispiels-

weise die Zugabe von mehr Polyasparaginsäure (PAsp) zu kleineren Calcitkristallen und

zur Bevorzugung von Vaterit [13] sowie die Anwesenheit von Polyacrylsäure (PAA) bzw.

Polystyrolsulfonat (PSS) in einer Lösung, die Ca2+-Ionen enthält, zur Bildung von Ca-

PAA-Polymernetzwerken bzw. Ca-PSS-Kügelchen, welche die Bildung von ACC-Partikeln

verzögern [71, 72]. Solche hochmolekularen Additive beein�ussen somit auch die Struktur,

Gröÿe und Morphologie der entstehenden Calciumcarbonatkristalle [13].

2.3 Aufbau des Perlmutts

Das bei Betrachtung im natürlichen Licht bunt schimmernde biogene Polymer-Mineral

Verbundmaterial Perlmutt besteht zu 98wt.% aus vielen durchgehend erscheinenden und

übereinanderliegenden etwa 500 nm hohen Aragonitschichten, die aus einzelnen polygonal

geformten Aragonitplättchen gebildet werden [4, 5]. Die einzelnen Plättchen, deren laterale

Ausdehnungen im Bereich von etwa 5µm bis 10 µm liegen, sind jeweils von organischer

Matrix umgeben, deren Trockenmasse insgesamt nur 2wt.% beträgt [1, 4]. DieAbbildung

2 zeigt eine Perlmuttbruch�äche, bei der die lateral aneinandergrenzenden, polygonalen

Aragonitplättchen, die in horizontaler Richtung ausgedehnte Aragonitschichten bilden,

deutlich sichtbar sind [4, 5]. Diese Aragonitschichten verlaufen wiederum über und unter

anderen Schichten, wobei die einzelnen Aragonitplättchen in den übereinanderliegenden

Schichten lateral versetzt angeordnet sind [2, 4]. Die Aufnahme dieser Bruch�äche, die aus

der Perlmuttschicht der Schale einer Meeresschnecke (ArtHaliotis tuberculata) gewonnen

wurde, erfolgte im unbeschichteten Zustand mit einem Rasterelektronenmikroskop22 [4].

Dadurch ist die organische Matrix, welche die einzelnen Plättchen in lateraler Richtung

und die verschiedenen Aragonitschichten in vertikaler Richtung voneinander trennt, nicht

sichtbar [2, 4].

Die Abbildung 3 zeigt schematisch den Aufbau des Perlmutts aus einzelnen, jeweils

in die organische Matrix eingebetteten Aragonitplättchen, deren Höhen etwa der mitt-

leren Wellenlänge des sichtbaren Lichts entsprechen [2, 4]. Die organische Matrix (blau

hervorgehoben in der Abb. 3) wird (1) in interlamellare Matrix (ILM) und intertabulare

Matrix (ITM) sowie (2) in lösliche und unlösliche Matrix eingeteilt [1, 4]. Die horizon-

tal zwischen übereinanderliegenden Aragonitplättchen be�ndliche und etwa 30 nm bis zu

21PILP
22Der Begri� Rasterelektronenmikroskop wird im Folgenden auch mit REM abgekürzt.
englisch: scanning electron microscope (SEM)
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50 nm dicke interlamellare Matrix besteht aus einem Netzwerk von Chitin�lamenten, an

denen verschiedene Proteinmoleküle angelagert sind [1, 2]. Die durch diese netzwerkartige

Anordnung der Chitin�lamente entstehenden Löcher bzw. Poren weisen Durchmesser im

Bereich von einigen zehn Nanometern bis zu 200 nm auf [1, 4]. Die genauere Beschreibung

und Charakterisierung der Ober�ächenstruktur der interlamellaren Matrix erfolgt in Ab-

schnitt 2.3.1. Die lateral aneinandergrenzenden Aragonitplättchen werden in horizontaler

Richtung durch die wesentlich dünnere und damit auch weniger Material enthaltende in-

tertabulare Matrix voneinander getrennt [4, 5]. Die ITM besteht vermutlich vorzugsweise

aus dem Protein Kollagen [5, 73]. Innerhalb der Aragonitplättchen treten sogenannte Na-

noporen (NP) auf, die organisches Material aus der ILM und/oder ITM enthalten, die

beim Wachstum entstanden sind und vermutlich als Nukleationskeime wirkten [4, 14]. Die

Begri�e lösliche und unlösliche Matrix werden in Abschnitt 2.3.3 erklärt.

Abbildung 2: REM-Aufnahmen einer Perlmuttbruch�äche, in der die einzelnen, polygo-
nalen Aragonitplättchen und die aus diesen Plättchen bestehenden lateral ausgedehnten
Aragonitschichten gut erkennbar sind (Abb. aus [4]). Sehr viele dieser etwa 500 nm hohen
Aragonitschichten sind übereinander angeordnet [4, 5]. Die Perlmuttbruch�äche wurde aus
der Schale einer Meeresschnecke der Art Haliotis tuberculata erzeugt [4].

In den Löchern bzw. Poren der interlamellaren Matrix können sich Mineralbrücken

(MB), also vertikale kristalline Verbindungen, zwischen den übereinanderliegenden Ara-

gonitplättchen ausbilden, die einen Durchmesser von etwa 30 nm aufweisen und die Wei-

tergabe der Kristallorientierung an das in der nächsten Schicht neu entstehende, darüber

angeordnete Plättchen ermöglichen [4, 14]. Die Höhe der Mineralbrücken entspricht in etwa

der Schichtdicke der interlamellaren Matrix zwischen den Aragonitplättchen [1, 18]. Darü-

ber hinaus wurde nachgewiesen, dass die kristallographische Orientierung jeweils inner-

halb dieser vertikalen kristallinen Verbindungen konstant bleibt [14, 18]. Die organischen

Bestandteile, insbesondere Proteinmoleküle, und die anorganischen Ionen (Calcium- und
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Carbonationen) für das Aragonitwachstum können durch die Poren bzw. Löcher in der

interlamellaren Matrix zu den entsprechenden Nukleationsstellen di�undieren [1, 2]. Die

Sekretion von Protein- und Chitinmolekülen erfolgt durch bestimmte Epithelzellen des

Mantels [74]. Die auf den groÿen, horizontalen Ober�ächen ((001)-Flächen) der Aragonit-

plättchen vorhandenen �nanoasperities� und die Poren bzw. Löcher in der interlamellaren

Matrix erhöhen die Haftreibung zwischen den Aragonitplättchen untereinander sowie zwi-

schen organischer Matrix und Aragonitplättchen [4, 8]. Dadurch nimmt die Widerstands-

fähigkeit des Perlmutts gegenüber Scherkräften zu [8, 75]. Diese �nanoasperities� sind

kristallisationsbedingte Unebenheiten mit Höhen von wenigen Nanometern [76, 77]. Die

vertikalen Mineralbrücken, die sich zwischen übereinanderliegenden Plättchen ausbilden,

und die interlamellare Matrix zwischen den Plättchen tragen ebenfalls zur Elastizität,

Bruchfestigkeit und Stabilität der Perlmuttschicht der Schneckenschalen bei [4, 75]. Die

elastischen Chitin�lamente, aus denen die interlamellare Matrix aufgebaut ist, können sich

bei Scher- und Zugbelastungen verbiegen und sind dehnbar und stauchbar [2, 4]. Somit

können auftretende Kräfte über diese Chitin�lamente an benachbarte Aragonitplättchen

übertragen werden [4]. Selbst die durch extreme Krafteinwirkung eventuell zerrissenen Fa-

sern können sich im Netzwerk neu ordnen bzw. neu verbinden und so zu einer Selbstheilung

des Verbundmaterials führen [2]. Auch durch die �nanoasperities�, die Mineralbrücken und

die interlamellare Matrix ist das Verbundmaterial Perlmutt wesentlich stabiler als reines

Aragonit [4, 78].

Abbildung 3: Schematischer Auf-
bau des Perlmutts aus einzelnen
polygonalen Aragonitplättchen
und organischer Matrix, welche
die Plättchen sowohl in vertika-
ler als auch lateraler Richtung
umgibt (Abb. aus [14]). Weitere
Erklärungen �nden sich im Text.

2.3.1 Die interlamellare organische Matrix (ILM)

Eigene AFM-Untersuchungen in [1, 2] lieferten detaillierte Beiträge zur Charakterisierung

der Ober�ächenstruktur der sogenannten unlöslichen organischen Matrix, die aus dem

Perlmutt von Schalen der Meeresschnecken der Art Haliotis laevigata stammt. Dabei wurde

die unlösliche Matrix im nativen, vollständig hydrierten Zustand untersucht. Es konnte

gezeigt werden, dass die unlösliche organische Matrix aus einem Netzwerk von miteinander
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verwobenen Filamenten besteht, an denen zahlreiche globuläre Strukturen angelagert sind

[1, 4]. Bei diesen runden Strukturen handelt es sich um verschiedene an die Filamente

gebundene Proteinmoleküle [1].

Für diese umfassenden, eigenen Untersuchungen zur Charakterisierung der unlöslichen

organischen Matrix musste zuerst die auf der Auÿenseite der Schneckenschale vorhandene

Calcitschicht mit einem Schlammstrahler23, der Aluminiumoxidpartikel mit Durchmessern

von 0,12mm bis zu 0,25mm als Strahlmittel verwendet, entfernt werden [2, 4]. Mehrere aus

der verbliebenen Perlmuttschicht ausgebohrte etwa ein Zentimeter groÿe Perlmuttschei-

ben wurden danach zwei Wochen gegen 100mM Ethylendiamintetraessigsäure(EDTA)-

Lösungen dialysiert, um die Aragonitplättchen, also den mineralischen Anteil, herauszu-

lösen. Um eine möglichst vollständige Entmineralisierung der Perlmuttproben zu ermög-

lichen, erfolgte der Austausch der EDTA-Lösungen dabei in regelmäÿigen Zeitabständen

von zwei bis drei Tagen [1]. Da EDTA mit den zweifach positiv geladenen Calciumionen

sehr stabile Chelatkomplexe bildet24, wurden die nach vollständiger Entmineralisierung er-

haltenen Probestücke der unlöslichen organischen Matrix zusätzlich zwei weitere Wochen

gegen 2mM Calciumchlorid(CaCl2)-Lösungen dialysiert [2]. Dabei erfolgte der Austausch

der CaCl2− Lösungen ebenfalls alle zwei bis drei Tage [1, 2].

Die Abbildung 4 zeigt nun eigene, ausgewählte mit dem AFM aufgenommene Ober-

�ächenbereiche der unlöslichen organischen Matrix aus dem Perlmutt vonHaliotis laevigata

in verschiedenen Vergröÿerungen [1, 2]. Zahlreiche wabenförmige Abdrücke (Vertiefungen

mit erhöhten Rändern) in der unlöslichen Matrix, die o�ensichtlich durch das Heraus-

lösen der Aragonitplättchen mittels Dialyse entstanden sind und sichtbar die polygonale

Form der dort ursprünglich vorhandenen Aragonitplättchen aufweisen, waren bereits in

den AFM-Übersichtsaufnahmen mit Scan�ächen von 108 µm · 108 µm und 30 µm · 30 µm

(Bilder (A) und (B)) gut erkennbar [4]. Zur besseren Sichtbarkeit wurden zwei dieser

wabenförmigen Abdrücke im Bild (A) mit weiÿen Pfeilen markiert. Bei einer Scan�äche

von 10 µm · 10 µm (Bild (C1) bzw. (C2)) konnte besonders deutlich der wabenförmige,

fast hexagonale Abdruck eines einzelnen Aragonitplättchens beobachtet werden [2]. Die

erhöhten Ränder der Vertiefungen entstehen durch die intertabulare organische Matrix,

die sich unterhalb der obersten Schicht der interlamellaren organischen Matrix be�ndet

[2]. Darüber hinaus waren auch Reste der ITM, die die einzelnen Aragonitplättchen in

der ursprünglich darüber angeordneten Aragonitschicht in vertikaler Richtung umgab, auf

der obersten Schicht der ILM und deren versetzte Anordnung zu der ITM in der dar-

unterliegenden Schicht erkennbar [1, 2]. Das demonstriert deutlich die mauersteinartige,

23Typ WA 70; Sigg Strahltechnik; Jestetten, Deutschland
24EDTA wirkt als Calciumchelator [2, 4].
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versetzte Anordnung der Aragonitplättchen in den übereinanderliegenden Schichten [5].

Die ILM besteht sichtbar aus vielen netzwerkartig angeordneten, über- und untereinander

verlaufenden Filamenten (Bilder (D) bis (F)) [1, 4].

Abbildung 4: Eigene AFM-Aufnahmen der Ober�ächenstruktur der unlöslichen orga-
nischen Matrix, die durch Herauslösen des mineralischen Anteils aus dem Perlmutt von
Meeresschnecken (ArtHaliotis laevigata) mittels Dialyse gegen 100mM EDTA-Lösungen
gewonnen wurde (Abb. aus [1]). Die Strukturuntersuchung der unlöslichen Matrix erfolgte
im nativen, vollständig hydrierten Zustand. Links (Bilder mit Index 1) ist jeweils das Hö-
hensignal und rechts (Bilder mit Index 2) das entsprechende Fehlersignal dargestellt. Die
unlösliche organische Matrix besteht aus vielen netzwerkartig angeordneten, miteinander
verwobenen Filamenten und aus Poren bzw. Löchern mit Gröÿen im Bereich von einigen
10 nm bis zu etwa 200 nm zwischen den Filamenten [1, 2].

Die in den Bildern (E) und (F) bei kleineren Scan�ächen von 3, 0 µm · 3, 0 µm und

830 nm·830 nm deutlich erkennbaren mehr oder weniger geradlinig angeordneten Filamente

verlaufen nahezu parallel sowie in mehreren Schichten über- und untereinander und erzeu-

gen dadurch Poren bzw. Löcher mit Gröÿen von einigen 10 nm bis zu etwa 200 nm [1, 2].

Etwa in der Mitte einzelner wabenförmigen Vertiefungen wurden jedoch auch gröÿere Lö-
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cher bzw. Poren, von denen eine beispielhaft im Bild (D1) mit weiÿem Pfeil hervorgehoben

ist, beobachtet [1]. In diesem Loch befand sich vermutlich eine Mineralbrücke, die sich in

vertikaler Richtung zwischen den nun herausgelösten, zuvor übereinanderliegenden Ara-

gonitplättchen beim Wachstum des Aragonits ausgebildet hatte [4, 18]. In den Bildern

(E) und (F) sind die an den Filamenten angelagerten globulären Strukturen verschiedener

Gröÿen, die wahrscheinlich auch als Nukleationskeime dienten, deutlich sichtbar [2]. Die

Di�usion von organischen Bestandteilen sowie von Calcium- und Carbonationen für das

Aragonitwachstum �ndet durch die Poren zwischen den Filamenten statt [1, 2].

Weitere Proben der unlöslichen organischen Matrix wurden mit einem Protease-Pu�er25

behandelt, um die an den Chitin�lamenten angelagerten globulären Strukturen � vermut-

lich verschiedene Proteinmoleküle � abzulösen [1, 4]. Das Abbilden der Ober�äche eines

Probestücks erfolgte während des durch die Protease-Behandlung bewirkten Abbaus von

Proteinen direkt mit dem AFM. Der dafür verwendete Protease-Pu�er enthielt Proteinase

K mit einer Konzentration von 0,02 µg
ml

und Trypsin mit einer Konzentration von 2,5 µg
ml

[2]. In der Abbildung 5 sind ausgewählte Bilder aus der mit dem AFM aufgenommenen

Bildsequenz dargestellt, welche die Probenober�äche insgesamt über einen Zeitraum von

vier Stunden zeigen. Zu Beginn (Bilder (A)) erfolgte das Abbilden der Probenober�äche

in einem 20mM Tris/HCl-Pu�er, der einen pH-Wert von 8,5 aufwies und zusätzlich nur

3mM Calciumchlorid enthielt [2]. Zwischen den Aufnahmen der Bilder (A) und (B) wur-

den nun die Proteasen mit den oben erwähnten Konzentrationen in den Tris/HCl-Pu�er

hinzugefügt. Die Aufnahme der Bilder (B) bis (H) erfolgte nur über einen Zeitraum von

etwa 30 Minuten [1, 2]. Wie bei Betrachtung der Bilder deutlich erkennbar ist, führte die

Behandlung der unlöslichen organischen Matrix mit Proteasen (1) zum Abbau der interta-

bularen Matrix auf der Ober�äche der interlamellaren Matrix (weiÿe Pfeile) und (2) zum

Abbau der intertabularen Matrix in der darunterliegenden Schicht (schwarze Pfeile) sowie

(3) zum Ablösen von Proteinen, die an den Chitin�lamenten der interlamellaren Matrix

gebunden waren [1].

Diese Untersuchungen zeigten, dass sowohl die interlamellare Matrix als auch die inter-

tabulare Matrix eine Vielzahl von unterschiedlich stark gebundenen Proteinen enthalten

[1, 2]. Weiterhin konnte von uns in [1] gezeigt werden, dass die Proteine Perlucin, Perl-

wapin, AP8 und Perlustrin in den präparierten Probestücken der unlöslichen organischen

Matrix stark an die Chitin�lamente gebunden sind.

25Zusammensetzung: 20mM Tris/HCl-Pu�er mit dem pH-Wert von 8,5, 3mM Calciumchlorid (CaCl2),
0,02 µg

ml
Proteinase K und 2,5 µg

ml
Trypsin [1, 2]
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Abbildung 5: Eigene, ausgewählte Aufnahmen aus der AFM-Bildsequenz der Probenober-
�äche der unlöslichen organischen Matrix während des durch Proteasen (Proteinase K und
Trypsin) hervorgerufenen Abbaus von gebundenen Proteinen (Abb. aus [1]). Jeweils oben
(Bilder mit Index 1) sind die Höhensignale und jeweils unten (Bilder mit Index 2) die
entsprechenden Fehlersignale dargestellt. Der Einsatz der Proteasen bewirkte den Abbau
der ITM auf der Ober�äche der ILM (weiÿe Pfeile) und in der darunterliegenden Schicht
(schwarze Pfeile) sowie das Ablösen von Proteinen der ILM [1, 2].

Von Weiss et al. in [73] und von Bezares et al. in [6] konnte gezeigt werden, dass

die interlamellare Matrix der Meeresschnecke Haliotis rufescens gröÿtenteils aus dem Po-

lysaccharid Chitin besteht. Bezares et al. gelangen zusätzlich der Nachweis, dass Chitin

auch Bestandteil der intertabularen Matrix ist [6]. Anhand der beschriebenen Ergebnisse
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wurde von uns ein Modell der o�enbar hochorganisierten aus Chitin�lamenten bestehen-

den interlamellaren organischen Matrix entworfen, das in der Abbildung 6 gezeigt ist.

Dabei besitzen die an den einzelnen Filamenten gebundenen Proteinmoleküle unterschied-

liche Gröÿen [1, 2]. Die von Falini et al. in [79] durchgeführten Röntgenbeugungsunter-

suchungen der unlöslichen Matrix, die aus dem Gladius26 des Kalmars Loligo sanpaulensis

gewonnen wurde, und die von Weiner et al. in [80, 81] mittels Elektronen- und Röntgen-

beugung erfolgten Untersuchungen der unlöslichen Matrizen, die aus dem Perlmutt ver-

schiedener Molluskenschalen27 stammen, lassen vermuten, dass die unlösliche Matrix aus

der Perlmuttschicht von Meeresschnecken der ArtHaliotis laevigata ebenfalls aus β−Chitin
besteht [14]. Über die detaillierte Ober�ächenstruktur der intertabularen organischen Ma-

trix, von der angenommen wird, dass diese vorzugsweise aus Kollagen besteht, ist bisher

nichts Genaueres bekannt [1, 5].

Abbildung 6: Modell der aus mehr oder weniger geradlinig verlaufenden, netzwerkartig
angeordneten Chitin�lamenten und Poren unterschiedlicher Gröÿen bestehenden inter-
lamellaren organischen Matrix (ILM) (Abb. aus [1]). Die zuvor in den AFM-Aufnahmen
beobachteten globulären Strukturen an den Chitin�lamenten sind verschiedene Protein-
moleküle [1, 2].

2.3.2 Zusammensetzung der interlamellaren und intertabularen organischen

Matrix (ILM und ITM)

Bezares et al. in [6] und Nudelman et al. in [82] führten Untersuchungen zur Zusammen-

setzung der unlöslichen organischen Matrix durch, die nach Entmineralisierung der Perl-

26englisch: pen
27Dabei wurden z. B. die unlösliche Matrix des CephalopodenNautilus repertus und die unlösliche
Matrix der BivalvePinctada margaritifera untersucht [80, 81].



2.3 Aufbau des Perlmutts 19

muttschicht von Molluskenschalen erhalten wurde. Dabei erfolgte der Nachweis von ver-

schiedenen Makromolekülen, wie z. B. aragonitnukleierenden Proteinen, und spezi�schen

chemischen Gruppen, wie z. B. Carboxyl- und Sulfatgruppen, in den unlöslichen Matri-

zen von drei verschiedenen Klassen von Mollusken: Schnecken (Gastropoda), Kop�üÿern

(Cephalopoda) und Muscheln (Bivalvia) [5, 6]. Die genaue Verteilung der Makromoleküle

auf den Ober�ächen der ILM und ITM wurde mittels enzymatischem Abbau mit Pro-

teasen28 und durch die Verwendung von verschiedenen Färbemethoden erhalten [5, 6].

Dabei erfolgte unter anderem die Nutzung der kolloidalen Eisenfärbung29, der Färbung

mit �calco�uor white�30 und mit Aminoacridon31 sowie der immunhistochemischen Fär-

bung mit polyklonalen Antikörpern32 [6, 82].

Bezares et al. konnten für die unlösliche Matrix, die aus dem Perlmutt der Schalen

von Meeresschnecken (ArtHaliotis rufescens) gewonnen wurde, zeigen, dass bestimmte

Makromoleküle und chemische Gruppen an verschiedenen Stellen auftraten [5, 6]. Jeweils

in der Mitte der wabenförmigen Vertiefungen bzw. Abdrücke in der interlamellaren Ma-

trix, die durch das Herauslösen der polygonalen Aragonitplättchen mittels Dialyse33 ent-

standen sind, existierte ein zentraler Bereich mit vielen Carboxylgruppen und aragonit-

nukleierenden Proteinen. Dieser zentrale Bereich war wiederum von einem ringförmigen

Bereich, der viele Sulfatgruppen enthielt, umgeben [5, 14]. Zusätzlich gelangen Bezares

et al. der Nachweis, dass die interlamellare Matrix zum gröÿten Teil aus dem Polysac-

charid Chitin bestand und in der intertabularen Matrix ebenfalls viele Carboxyl- und

Sulfatgruppen und aragonitnukleierende Proteine sowie Chitin vorkamen [6]. Die Abbil-

dung 7 zeigt die von Bezares et al. gefundene Zusammensetzung der ILM und ITM. Auch

Nudelman et al. gelangen der Nachweis einer vergleichbaren Verteilung der Makromolekü-

le in der unlöslichen Matrix des CephalopodenNautilus pompilius und der BivalveAtrina

rigida, die beide ebenfalls wie die Meeresschnecken zum Stamm der Weichtiere (Mollusca)

zählen [82]. Allerdings konnte zwischen dem mittleren Bereich der wabenförmigen Ab-

28Dabei wurden z. B. Trypsin, Proteinase K und Kollagenase verwendet [6].
29Damit wurden hier die Sulfatgruppen angefärbt. Im Allgemeinen erfolgt mit der kolloidalen Eisenfär-
bung der Nachweis von geladenen sauren Gruppen, wie z. B. Sulfat- und Carboxylgruppen [6]. Bei
Verwendung eines niedrigen pH-Werts (pH<2) �ndet die Bindung der kolloidalen Eisenionen nur an
die Sulfatgruppen statt, da die Carboxylgruppen unter diesen Bedingungen protoniert sind [6, 82].

30Mit dem blau �uoreszierenden Farbsto� �calco�uor white� wurde hier das Vorkommen von Chitin
nachgewiesen [6, 83]. Die Bindung des Farbsto�s erfolgt spezi�sch an β-(1,3)- und β-(1,4)-verknüpfte
Polysaccharide, wie z. B. Chitin oder Cellulose [6].

31Damit wurden die Carboxylgruppen markiert [6, 82].
32Der Nachweis der aragonitnukleierende Proteine gelang durch Anfärbung mit polyklonalen Antikör-
pern (Antikörper gegen die aragonitnukleierende Fraktion der sauren Proteine in der löslichen orga-
nischen Matrix der BivalveAtrina rigida) [6, 82].

33Die Entmineralisierung erfolgte mit Ethylendiamintetraessigsäure(EDTA)-Lösungen oder �cation-
exchange resin� [6].
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drücke in der ILM und der ITM eine geringe Konzentration (1) an aragonitnukleierenden

Proteinen beiAtrina rigida und (2) an Carboxylgruppen beiNautilus pompilius nachge-

wiesen werden [5, 82].

Da die in dieser Arbeit zur Erzeugung der Perlmuttspalt�ächen verwendeten Schalen

von Meeresschnecken der Art Haliotis tuberculata stammen, ist vermutlich eine ähnliche

Verteilung der Makromoleküle und chemischen Gruppen in der ILM und ITM zu erwarten

[5]. Allerdings müssen dazu noch detaillierte Untersuchungen erfolgen.

Abbildung 7: Schematische Darstellung der Verteilung von Carboxyl- und Sulfatgruppen,
aragonitnukleierenden Proteinen sowie Chitinmolekülen in der ILM und ITM (Abb. aus
[6]). Sowohl in der Mitte der durch die Entmineralisierung entstandenen wabenförmigen
Abdrücke der ILM als auch in der ITM existieren Carboxyl- und Sulfatgruppen sowie
aragonitnukleierende Proteine [5, 6]. Chitin bildet den Hauptbestandteil der ILM, kommt
aber auch in der ITM vor [6].

Wie der Name bereits vermuten lässt, fördern aragonitnukleierende Proteine die Nu-

kleation und das Wachstum des Polymorphs Aragonit [5, 14]. Bei verschiedenen Wachs-

tumsmodellen, welche die Entstehung des Aragonits bei der Perlmuttbildung beschreiben,

wird auch angenommen, dass Carboxyl- und Sulfatgruppen die Nukleation und das Wachs-

tum des Aragonits begünstigen [5, 14]. Die einzelnen Wachstumsmodelle werden in Ab-

schnitt 2.4 genauer erklärt. Entsprechend der oben beschriebenen Verteilung der verschie-

denen Makromoleküle sollte die Nukleation des Calciumcarbonats und das weitere Wachs-

tum der neuen Calciumcarbonat- bzw. Aragonitkristalle bevorzugt sowohl jeweils in der

Mitte der Aragonitplättchen als auch im Bereich der intertabularen Matrix, also auch am

Rand der Aragonitplättchen, zu erwarten sein [6, 82].

2.3.3 Die lösliche organische Matrix

Die nach der Entmineralisierung der Perlmuttschicht, also nach dem Herauslösen der

Aragonitplättchen, in der Lösung vorhandenen organischen Bestandteile bilden die lösliche

organische Matrix [5, 14]. In dieser löslichen Matrix kommen unterschiedliche Proteine vor,
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von denen mehrere eine biomineralisierende Funktion besitzen [1, 5]. Der Groÿteil der Be-

standteile der löslichen Matrix wurde (1) von den oben beschriebenen Chitin�lamenten und

(2) ein kleiner Teil aus dem während des Wachstums in den Aragonitplättchen eingebau-

ten organischen Material herausgelöst [2, 4]. Die Proteine Perlucin, Perlwapin, Perlustrin

und Perlinhibin sowie die Aragonitproteine AP8 sind Bestandteile der löslichen Matrix,

die aus der Perlmuttschicht der Schalen von Meeresschnecken der ArtHaliotis laevigata

durch die Entmineralisierung mit 6%igen bis 12%igen Essigsäurelösungen gewonnen wurde

[1, 2]. Proteinmoleküle, die fester an die Chitinfasern gebunden sind, können nicht durch

die Verwendung von niedrig konzentrierten Essigsäurelösungen34 oder 100mM EDTA-

Lösungen abgelöst werden und so verbleiben auch einige der als �löslich� bezeichneten

Proteine in der unlöslichen Matrix [1, 5]. Die unlösliche Matrix besteht somit aus einzel-

nen, miteinander verwobenen Chitin�lamenten, an die einige Proteinmoleküle sehr fest

gebunden sind [1, 2]. So sind die Proteine Perlucin, Perlwapin, Perlustrin und AP8 nach

einer Entmineralisierung mit 100mM EDTA-Lösungen weiterhin in der unlöslichen Ma-

trix vorhanden [1, 5]. Die Bezeichnung �löslich� bzw. �unlöslich� bezieht sich jeweils auf die

Bedingungen, unter denen das Herauslösen des mineralischen Anteils stattgefunden hat

[1, 2].

Die Abbildung 8 zeigt zwei mit der Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektro-

phorese (SDS-PAGE) erhaltenen Gele, welche die in der löslichen bzw. unlöslichen Ma-

trix vorkommenden Proteine zeigen [1, 2]. Dort sind die Proteine, die mit dem Farbsto�

Coomassie-Brillantblau G-250 angefärbt wurden, jeweils als blaue Banden auf den farb-

losen Gelen erkennbar [2, 84]. Zusätzlich zu den Proteinen der löslichen Matrix (Spalte

gekennzeichnet mit �S� im Bild (A)) und den Proteinen der unlöslichen Matrix (Spalte

markiert mit �IS� im Bild (B)) sind jeweils die Banden der Markerproteine (Spalten ge-

kennzeichnet mit �M� jeweils auf der linken Seite), die ein bekanntes Molekulargewicht

besitzen, sichtbar [1, 2]. Bei dem Gel auf der linken Seite sind eindeutig mehrere stärker

gefärbte blaue Banden zu erkennen, denen die Proteine Perlucin (plc), Perlwapin (pwa),

Perlustrin (plu), AP8 und Perlinhibin (pin) zugeordnet werden können [1, 84]. Diese Pro-

teine weisen verschiedenste Molekulargewichte auf, so sind Perlwapin mit 14,5 kDa [5],

Perlustrin mit 9,4 kDa [5], Perlinhibin mit 4,8 kDa [85] sowie AP8α und AP8β mit 8,7 kDa

bzw. 7,8 kDa in der löslichen Matrix vorhanden [14, 86]. Es treten zwei unterschiedlich

schwere Perlucinvarianten mit den Molekulargewichten von 18 kD und 21 kDa auf, wobei

in der löslichen Matrix die 18 kDa schwere Variante dominiert [5, 84]. Das Gel im Bild

(B) zeigt die Proteine aus der unlöslichen Matrix. Dort kommen ebenfalls Perlucin (plc),

Perlwapin (pwa), Perlustrin (plu) und AP8 vor [1, 2]. Im Gegensatz zur löslichen Matrix

346%ige bis 12%ige Essigsäurelösungen [1, 2]
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tritt die 21 kDa schwere Perlucinvariante in der unlöslichen Matrix mit einer höheren Kon-

zentration auf [1, 84]. Den schwächer gefärbten Banden auf den Gelen konnten noch keine

Proteine zugeordnet werden [1, 2].

Abbildung 8: Mit der SDS-PAGE erhaltene Gele mit den Proteinen der (A) löslichen und
(B) unlöslichen organischen Matrix (Abb. aus [1]). Die lösliche bzw. unlösliche Matrix wur-
de aus der Perlmuttschicht der Schalen von Meeresschnecken der ArtHaliotis laevigata ge-
wonnen. Die Spalten �M� zeigen jeweils die Banden der Markerproteine, die ein bekanntes
Molekulargewicht aufweisen. (A) Die Proteine Perlucin (plc), Perlwapin (pwa), Perlustrin
(plu), Perlinhibin (pin) und AP8 sind in der löslichen Matrix vorhanden [1, 2]. Dort tre-
ten zwei Perlucinvarianten mit verschiedenen Molekulargewichten von 21 kDa und 18 kDa
auf, wobei die 18 kDa schwere Variante dominiert [5, 84]. Die blau gefärbten Banden der
Proteine Perlwapin bei 14 kDa, Perlustrin bei 10 kDa, Perlinhibin bei 4 kDa und AP8 bei
8 kDa sind ebenfalls deutlich beobachtbar [1, 2]. (B) Die Proteine Perlucin, Perlwapin,
Perlustrin und AP8 kommen auch in der unlöslichen Matrix vor [1].

Von Heinemann et al. in [87, 88] wurden Untersuchungen (1) zur Wirkung der löslichen

Matrix auf die Präzipitation von Calciumcarbonat und (2) zum Ein�uss der unlöslichen

Matrix auf die Kristallisation von Calciumcarbonat durchgeführt. Die lösliche Matrix und

auch die unlösliche Matrix stammen aus dem Perlmutt der Schalen von Meeresschnecken

der ArtHaliotis laevigata [14, 88]. Es konnte gezeigt werden, dass die Zugabe einer Prote-
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inkonzentration von 0, 02 µg
ml

der löslichen Matrix zu einer übersättigten Calciumcarbonat-

lösung den Anstieg der Präzipitationsrate um den Faktor 1,4 im Vergleich zu einer reinen

übersättigten Calciumcarbonatlösung bewirkte [4, 87]. Zudem gelang der Nachweis, dass

bei Anwesenheit einer Konzentration von 1, 0 µg
ml

der Proteine der löslichen Matrix in einer

übersättigten Calciumcarbonatlösung keine Präzipitation von Calciumcarbonat stattfand

[5, 87]. In [88] konnte zusätzlich gezeigt werden, dass die unlösliche Matrix als Ausgangs-

punkt für das Wachstum von �achen, polygonalen Calciumcarbonatkristallen diente [2].

Weitere von Gries et al. in [89] durchgeführte Untersuchungen zum Ein�uss der löslichen

Matrix, die ebenfalls aus Schneckenschalen vonHaliotis laevigata gewonnen wurde, auf

das Wachstum von Calciumcarbonat zeigten, dass die Verwendung einer Proteinkonzen-

tration von 1, 0 µg
ml

hemmend auf das Kristallwachstum wirkte und so die Entstehung von

Kristallen auf der unlöslichen Matrix gröÿtenteils verhinderte, aber die Zugabe einer Kon-

zentration von 0, 02 µg
ml

der �löslichen� Proteine das Kristallwachstum auf der unlöslichen

Matrix verstärkte [4]. In [90] wurde nachgewiesen, dass eine spezi�sche Bindung des Pro-

teins Perlucin nur an Aragonit statt�ndet und nicht an Calcit [2].

2.3.4 Proteine in der organischen Matrix

Hier werden kurz die wichtigsten in der organischen Matrix vorhandenen Proteine vor-

gestellt, die an die Chitinfasern gebunden sind und o�enbar Ein�uss auf das Wachstum

der Aragonitplättchen haben [1, 5]. Die Idee liegt nahe diese Proteine beim künstlichen

Wachstum, das in dieser Arbeit untersucht werden soll, einzusetzen.

Perlucin

Perlucin, das ein Molekulargewicht von 18 kDa35 besitzt, wurde erstmals nach einer Ent-

mineralisierung mit 10%iger Essigsäurelösung aus der Perlmuttschicht der Schalen von

Meeresschnecken der Art Haliotis laevigata gewonnen [91]. Perlucin hat von den in die-

ser Perlmuttschicht vorkommenden Proteinen sowohl in der löslichen als auch in der un-

löslichen organischen Matrix die höchste Konzentration [5, 84]. Abhängig von den Be-

dingungen unter denen die Entmineralisierung stattgefunden hat, unterscheidet sich die

Konzentration an Perlucin in der löslichen Matrix [14, 84]. Neben dieser etwa 18 kDa

schweren Variante treten noch Perlucinvarianten unterschiedlicher Molekulargewichte auf,

so konnte in der Perlmuttschicht der Meeresschnecke Haliotis laevigata eine 21 kDa schwe-

re Variante nachgewiesen werden [1, 84]. Das aus 155 Aminosäuren bestehende Protein

weist eine einzelne C-Typ Lektin-Domäne auf, welche die ersten 130 Aminosäuren umfasst

35Einheit Dalton (Da); 1Da = 1u = 1, 661 · 10−27 kg [4]
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[92, 93]. Proteine mit solchen Lektin-Domänen zeigen eine Ca2+-abhängige Bindung von

Kohlenhydraten [14, 94]. Neben dem in Hühnereierschalen vorzu�ndenden Ovocleidin-17

[95] und dem im Sekret der Bauchspeicheldrüse vorhandenen Protein Lithostatine [96]

ist Perlucin ein weiteres Protein aus einem calciumcarbonathaltigen Biomineral, das eine

C-Typ Lektin-Domäne enthält [14, 91].

Untersuchungen zum Ein�uss des Proteins zeigten, dass Perlucin die Präzipitation von

Calciumcarbonat aus einer gesättigten Lösung erhöht [91]. Weiterhin wurde von Blank et

al. in [97] die Kristallisation von Calciumcarbonat auf frisch gespaltenen (44̄1̄)-Flächen

geologischen Calcits direkt mit dem AFM untersucht. Dabei bewirkte die Zugabe von

Perlucin zu einer gesättigten Calciumcarbonatlösung das beschleunigte Wachstum [5, 14].

Perlustrin

Das 9,4 kDa schwere Protein Perlustrin besteht aus 84 Aminosäuren und wurde ebenfalls

erstmals nach einer Entmineralisierung mit 10%iger Essigsäurelösung aus dem Perlmutt

der Schalen von Meeresschnecken der ArtHaliotis laevigata isoliert [91, 98]. Die Amino-

säuresequenz enthält vor allem die Aminosäuren Cystein (14,3mol%), Prolin (9,5mol%)

und Leucin (8,3mol%) [5]. Die Sequenz der ersten 33 Aminosäuren zeigt eine gewisse Ähn-

lichkeit zu dem aus 1428 Aminosäuren bestehenden Protein Lustrin A, das ein deutlich

gröÿeres Molekulargewicht von 116 kDa aufweist und aus dem Perlmutt von Meeresschne-

cken der ArtHaliotis rufescens gewonnen wurde [14, 91]. Aufgrund einer etwa 40%igen

Übereinstimmung der Aminosäuresequenz von Perlustrin zu der N-terminalen Domä-

ne der von Säugetieren stammenden insulinähnlichen Wachstumsfaktorbindungsproteine

(IGFBPs) 1 bis 5, wird angenommen, dass Perlustrin eine ähnliche Funktion bei der Perl-

muttbildung hat wie die IGFBPs, die z. B. im Biomineral Knochen vorkommen [14, 98].

Dort beein�ussen die IGFBPs den Sto�wechsel [5, 98]. Vermutlich hat Perlustrin Ein-

�uss auf die Proliferation der Mantelepithelzellen [5, 84]. Untersuchungen des Kristall-

wachstums in Anwesenheit von Perlustrin zeigten, dass dieses Protein das Wachstum von

Calciumcarbonatkristallen weder beschleunigt noch inhibiert [5].

Perlwapin

Das aus 134 Aminosäuren bestehende Protein Perlwapin mit einem Molekulargewicht von

etwa 14,5 kDa enthält drei aufeinanderfolgende etwa 42 Aminosäuren umfassende Sequenz-

wiederholungen, die eine 30%ige bis 50%ige Übereinstimmung zu den sogenannten �whey

acidic protein�(WAP)-Domänen anderer Proteine zeigen [5, 99]. Im Perlwapin kommen

insbesondere die Aminosäuren Cystein mit 18,7mol%, Prolin mit 15,7mol% und Glycin
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mit 11,9mol% vor [5]. Die typischen WAP-Domänen, die auch als �four-disul�de core�-

Domänen bezeichnet werden, enthalten vier Disul�dbrücken, die sich zwischen den acht

vorhandenen Cysteinresten ausbilden [14, 99]. In der dritten WAP-Domäne von Perlwapin

treten allerdings neun Cysteinresten auf [98, 99]. Das Protein Lustrin A, das im Perlmutt

der MeeresschneckeHaliotis rufescens vorkommt, enthält auch eine WAP-Domäne, die

am C-terminalen Ende der Aminosäuresequenz auftritt und zehn Cysteinreste aufweist

sowie eine 61,4%ige Übereinstimmung mit der dritten WAP-Domäne von Perlwapin zeigt

[99, 100].

Die direkte AFM-Beobachtung des Kristallwachstums auf frisch gespaltenen (44̄1̄)-

Flächen geologischen Calcits in Anwesenheit einer gesättigten Calciumcarbonatlösung mit

der Konzentration von 0,02 mg
ml

des Proteins Perlwapin zeigte, dass Perlwapin sich spezi�sch

an einzelne Calcitstufen anlagert und so das Wachstum neuer Kristallschichten hemmt

[5, 99]. Beim Aragonitwachstum während der Perlmuttentstehung verhindert Perlwapin so

möglicherweise das Wachstum von Flächen mit einer bestimmten Kristallorientierung [14,

99].

Perlinhibin

Wie bereits vom Namen abzuleiten ist, hat das Protein Perlinhibin eine inhibierende, also

hemmende, Wirkung auf das Wachstum von Calciumcarbonatkristallen [5, 85]. Die Ge-

winnung dieses nur 4,8 kDa schweren Proteins erfolgte auch aus dem Perlmutt der Schalen

von Meeresschnecken der ArtHaliotis laevigata [85]. In der 41 Aminosäuren umfassenden

Sequenz kommen vor allem die Aminosäuren Cystein (19,5mol%), Histidin (17,1mol%)

und Arginin (14,6mol%) vor [5, 85]. In [85] konnte mittels AFM-Untersuchungen gezeigt

werden, dass Perlinhibin spezi�sch an Calcitstufen bindet und die Zugabe einer Konzen-

tration von 0,02 mg
ml

Perlinhibin zu einer gesättigten Calciumcarbonatlösung das weitere

Wachstum verhindert [5].

AP8α und AP8β

Die sauren Aragonitproteine36 AP8 weisen ein Molekulargewicht von etwa 8 kDa auf, wo-

bei zwei verschiedene Varianten AP8α mit 8,7 kDa und AP8β mit 7,8 kDa unterschieden

werden [5, 14]. Die Gewinnung dieser Proteine erfolgte aus der löslichen Matrix, die durch

Entmineralisierung der Perlmuttschicht der Schalen von Meeresschnecken der ArtHaliotis

rufescens erhalten wurde [5, 86]. Die Zusammensetzung beider Proteinvarianten, die gröÿ-

tenteils aus polaren und/oder geladenen Aminosäuren bestehen, ist sehr ähnlich [5]. So

36englisch: aragonite proteins [4, 14]
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kommen in der Aminosäuresequenz beider Proteine hohe Anteile von (1) der Aminosäu-

re Glycin (etwa 40mol%) und (2) den Aminosäuren Asparagin und/oder Asparaginsäure

(etwa 35mol%) vor [5, 14]. Da die Aminosäure Asparaginsäure zwei Carboxylgruppen

besitzt, an welche die zweifach positiv geladenen Calciumionen binden können37, wird an-

genommen, dass die Proteine AP8α und AP8β eine hohe Kapazität für die Bindung von

Ca2+-Ionen aufweisen und so das Wachstum von Calciumcarbonatkristallen beschleunigen

können [14, 86]. In [101] konnte unter anderem mittels AFM- und REM-Untersuchungen

nachgewiesen werden, dass beide Proteine die Wachstumsgeschwindigkeiten neu entste-

hender Calcitschichten erhöhen und auch die Morphologie der Calcitstufen ändern [5].

Weitere Proteine

Zusätzlich konnten die Aragonitproteine AP738 und AP2439 mit den Molekulargewichten

von 7 kDa und 24 kDa, die inhibierend auf das Kristallwachstum auf einer Calcitober-

�äche wirkten, sowie das Protein Lustrin A40 aus dem Perlmutt von Meeresschnecken der

ArtHaliotis rufescens isoliert werden [5, 102]. Da die aus 45 Aminosäuren bestehende C-

terminale Domäne des Proteins Lustrin A eine sehr hohe Ähnlichkeit zu Proteinen zeigt,

die als Proteaseinhibitoren wirken, weist Lustrin A vermutlich die Fähigkeit auf, Proteasen

oder Proteine mit Protease-ähnlichen Strukturen zu binden [14, 100]. So wirkt Lustrin A

vermutlich als Proteaseinhibitor und verhindert den Abbau von Proteinen, die von den

Epithelzellen des Mantels sezerniert werden [100].

Aus der Perlmuttschicht der Auster Pinctada fucata konnten zudem das spezi�sch an

Aragonit bindende Proteine Pif41 und das auf das Kristallwachstum von Calciumcarbonat

hemmend wirkende Protein Nacrein, das ein Molekulargewicht von etwa 60 kDa besitzt,

gewonnen werden [103, 104, 105].

2.4 Natürliches Aragonitwachstum in den Schneckenschalen und

Wachstumsmodelle

Lebende Meeresschnecken bzw. die natürlichen Schneckenschalen von gestorbenen Meeres-

schnecken der ArtHaliotis tuberculata (Grünes Seeohr) wurden für die Erzeugung der ��at

pearls� und der Perlmuttspalt�ächen genutzt [4, 10]. Bei einigen AFM-Experimenten zum

37Die Bindung der Ca2+-Ionen kann erfolgen, wenn die Carboxylgruppen deprotoniert sind.
38Das Aragonitprotein AP7 besteht aus 66 Aminosäuren [5, 14].
39Die Sequenz des Aragonitproteins AP24 besteht aus 171 Aminosäuren [5, 14].
40Wie zuvor bereits erwähnt, weist das Protein Lustrin A ein deutlich gröÿeres Molekulargewicht von
116 kDa auf [14, 91].

41Es existieren verschiedene Pif-Proteine mit unterschiedlichen Molekulargewichten. So treten z. B. Pif80
und Pif97 mit Molekulargewichten von 80 kDa bzw. von 97 kDa auf [103].
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Kristallwachstum fanden zudem Proteine der löslichen organischen Matrix42 Verwendung,

die hier aus natürlichen Schneckenschalen von Meeresschnecken der ArtHaliotis laevigata

(Glattes Seeohr) präpariert wurden [2, 4]. Die Abbildung 9 zeigt jeweils die Auÿenseite

der Schneckenschalen beider Arten, die zur Gattung der Seeohren (Haliotis) gehören [4].

Die Gattung der Seeohren gehört zur Familie der Haliotidae, die wiederum zur Klasse

der Schnecken (Gastropoda) zählt [2]. Die oftmals auch als Abalonen bezeichneten Mee-

resschnecken gehören zum Stamm der Weichtiere (Mollusca) [4]. In der oft spiralförmig

aussehenden Schneckenschale, deren äuÿere Schalenschicht aus Calcit und deren innere

Schalenschicht aus Perlmutt besteht, be�nden sich wenige Ö�nungen, die zum Austausch

von Atemwasser dienen und für tentakelartige Mantelfortsätze, die als Sinnesorgane fun-

gieren, zur Verfügung stehen [4, 14]. Zwischen dem Mantelepithel43 des Schneckenkörpers,

der innerhalb der Schale liegt und nur an einer Stelle über den Schalenmuskel (Columellar-

muskel) mit der Schneckenschale verbunden ist, und der inneren Schalenseite be�ndet sich

der nach auÿen durch ein Sekretband verschlossene extrapalliale Raum, der die sogenannte

extrapalliale Flüssigkeit enthält [4, 84]. Diese extrapalliale Flüssigkeit enthält alle für das

Wachstum der Schale benötigten organischen und anorganischen Bestandteile [4, 14]. Die

Zusammensetzung der anorganischen Ionen (z. B. Na+-, K+-, Mg2+- und Ca2+-Ionen44)

ähnelt dabei der Zusammensetzung des Meerwassers [4, 106].

Abbildung 9: Die aus Calcit bestehende Auÿenseite der Schneckenschalen von Meeres-
schnecken der zwei verschiedenen Arten (A)Haliotis tuberculata (Grünes Seeohr) und
(B)Haliotis laevigata (Glattes Seeohr) (Bild (B) aus [4]).

Die Entstehung der neuen Schalenschichten erfolgt im Bereich der Wachstumsfront, al-

so dem äuÿeren, weiÿlich erscheinenden Rand auf der Schaleninnenseite [4, 84]. Die Wachs-

tumsfront ist im Bild (A) der Abbildung 10 sehr gut erkennbar und besteht aus vielen

42siehe Abschnitt 2.3.3
43detaillierte Beschreibung siehe Abschnitt 4.2.1
44Natriumionen (Na+), Kaliumionen (K+), Magnesiumionen (Mg2+-Ionen) und Calciumionen (Ca2+)
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der typischen �stacks of coins�, also aus tannenbaumartigen und Münzstapel-ähnlichen

Anordnungen von wenigen übereinanderliegenden Aragonitplättchen [2, 4]. Die einzelnen

Aragonitplättchen eines �stack of coins� (siehe REM-Aufnahme im Bild (B) der Abb. 10)

weisen dabei laterale Ausdehnungen von wenigen Mikrometern45 auf, wobei das obere Ara-

gonitplättchen stets eine gröÿere laterale Ausdehnung als die darunterliegenden Plättchen

besitzt [4, 5]. Die verschiedenen �stacks of coins� sind jeweils im Abstand von wenigen bis

einigen zehn Mikrometern angeordnet [4]. Die Wachstumsfront mit den �stacks of coins�

erscheint bei natürlicher Beleuchtung aufgrund der nahezu wellenlängenunabhängigen Mie-

Streuung weiÿlich, da die charakteristischen Gröÿen d der Strukturen (sowohl Abstände

der �stacks of coins� als auch Plättchendurchmesser) im Bereich weniger Mikrometer liegen

und damit für diese Strukturen d ≥ λ gilt, wobei λ die Lichtwellenlänge ist [4, 5].

Abbildung 10: (A) Weiÿlich erscheinende Wachstumsfront am äuÿeren Rand und bunt
schimmerndes Perlmutt im inneren Teil der Schaleninnenseite (ArtHaliotis tuberculata)
(Abb. aus [4]). (B) REM-Aufnahme eines �stack of coins� aus der Wachstumsfront (Abb.
aus [4]). Die lateralen Ausdehnungen der übereinanderliegenden Argonitplättchen, die
einen �stack of coins� (tannenbaumartige bzw. Münzstapel-ähnliche Anordnung) bilden,
nehmen von oben nach unten zu [4, 5].

In der Abbildung 11 ist nun schematisch die Entstehung der tannenbaumartigen

�stacks of coins� gezeigt [4]. Bevor die ersten Aragonitkristalle entstehen, erfolgt die Aus-

bildung der organischen Schichten [4, 5]. In den Zwischenräumen dieser vorgeformten or-

ganischen Schichten entstehen dann die neuen Aragonitkristalle, die zunächst entlang der

~c -Achse in [001]-Richtung bis zu einer Höhe von etwa 500 nm wachsen und anschlieÿend

verstärkt lateral in die [100]- und [010]-Richtung entlang der ~a - bzw. ~b -Achse weiterwach-

sen [4, 9]. Das Aragonitwachstum in [001]-Richtung wird dabei durch die Anwesenheit der

organischen Komponenten, also der vorgeformten organischen Schichten, gehemmt [4]. Das

45Die Vermessung der lateralen Ausdehnungen einzelner Aragonitplättchen wird beispielhaft in Ab-
schnitt 5.2.1.3 gezeigt.
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laterale Wachstum eines Aragonitplättchens erfolgt solange, bis dieses in lateraler Richtung

mit anderen gleichzeitg gewachsenen Aragonitplättchen weiterer �stacks of coins� zusam-

menstöÿt [3, 4]. So entsteht die polygonale Form der Aragonitplättchen mit einer Höhe

von etwa 500 nm und lateralen Ausdehnungen im Bereich weniger Mikrometer46 [4, 5].

Das Wachstum des nächsten, in der darüberliegenden Aragonitschicht neu entstehenden

Plättchens beginnt schon bevor das darunterliegende Aragonitplättchen seine vollständige

laterale Ausdehnung erreicht hat [3, 4]. Da stets mehrere Aragonitplättchen übereinander

wachsen, bilden sich diese Münzstapel-ähnlichen Anordnungen von wenigen Aragonitplätt-

chen mit unterschiedlichen lateralen Ausdehnungen [5, 9]. Die lateralen Ausdehnungen der

Plättchen nehmen dabei stets von unten nach oben ab [4].

Die in der Literatur diskutierten Wachstumsmodelle (heteroepitaktisches Wachstum,

ionotropes Wachstum, Wachstum über Mineralbrücken und Hypothese des amorphen

�precursor�) werden im Folgenden kurz vorgestellt [4, 14].

Abbildung 11: Schematische Darstellung zur Entstehung der �stacks of coins�, d. h. der
Münzstapel-ähnlichen Anordnungen von übereinanderliegenden Aragonitplättchen, im Be-
reich der Wachstumsfront auf der Schaleninnenseite (Abb. aus [5]).

Heteroepitaktisches Wachstum

Dieses Wachstumsmodell geht auf die in [107] von Erben und Watabe durchgeführten Un-

tersuchungen zur Perlmuttentstehung bei verschiedenen Arten von Bivalven (Muscheln)47

zurück [4]. Dort gelang die Beobachtung, dass das Wachstum des Minerals auf der Ober-

�äche des organischen Substrats erfolgt [4, 5]. Das Bild (A) der Abbildung 12 zeigt

schematisch das Wachstum des Aragonits im heteroepitaktischen Wachstumsmodell. Da-

bei nimmt man an, dass das Aragonit schichtweise auf der interlamellaren organischen
46Bei Haliotis tuberculata sind die Aragonitplättchen etwa 4µm bis 10 µm groÿ [4].
47z. B. Pteria colymbus, Isognomon alatus und Brachidontes exustu [107]
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Matrix (ILM) wächst und das Wachstum gitterangepasst erfolgt [4, 5]. Gitterangepasst

bedeutet hier, dass der Gitterabstand der Ionen im entstehenden Mineral (Aragonit) ge-

nau dem Abstand der funktionellen Gruppen der organischen Matrix entspricht, an denen

die Bindung der entsprechenden Ionen erfolgt [4, 108]. Hier erwartet man allerdings die

Ausbildung einer homogenen Aragonitschicht auf der ILM [4]. Mit diesem Modell lässt

sich somit nicht erklären, warum sich die Aragonitplättchen an bestimmten räumlich be-

grenzten Stellen auf der ILM bilden und die tannenbaumartigen �stacks of coins� entstehen

[4, 14].

Weiner und Hood führten in [109, 110] Untersuchungen der löslichen organischen Ma-

trizen durch, die von verschiedenen Mollusken stammten, und konnten zeigen, dass dort

Proteine mit einem hohen Anteil an Asparaginsäure (Asp) vorkommen und die Asparagin-

säure in einer sich wiederholenden Sequenz der Form Asp-Y-Asp auftritt [4, 14]. Bei den

zwischen der Asparaginsäure auftretenden Aminosäuren (Y) handelt es sich vorwiegend

um Glycin oder Serin [4, 109]. Die Asparaginsäure besitzt Carboxylgruppen, an denen

die Bindung von Calciumionen (Ca2+-Ionen) erfolgen kann [14]. Anhand dieser Unter-

suchungen nahmen Weiner und Hood nun an, dass die positiv geladenen Calciumionen

an die negativ geladenen Carboxylgruppen der Asparaginsäure binden und der Abstand

der Ca2+-Ionen im kristallinen Gitter von Aragonit somit genau dem Abstand der Car-

boxylgruppen in der organischen Matrix entspricht [4, 110]. Demnach werden zunächst

die Ca2+-Ionen von der negativ geladenen Asparaginsäure angezogen und anschlieÿend

ziehen die gebundenen Ca2+-Ionen dann negativ geladene Carbonationen (CO 2−
3 -Ionen)

aus der extrapallialen Flüssigkeit an [4, 14]. Bei Anlagerung von weiteren Ionen (sowohl

Ca2+-Ionen als auch CO 2−
3 -Ionen) entsteht somit eine homogene Aragonitschicht mit de-

�nierter Dicke [4].

Wachstum über Mineralbrücken

Nach dem Mineralbrückenmodell (siehe schematische Zeichnung im Bild (B) der Abb. 12)

entstehen kristalline Verbindungen mit einem Durchmesser von etwa 30 nm und einer Höhe

von etwa 40 nm � die sogenannten Mineralbrücken � in vertikaler Richtung jeweils zwi-

schen zwei direkt übereinanderliegenden, in verschiedenen Schichten angeordneten Arago-

nitplättchen [14, 111]. Die Höhe der Mineralbrücken entspricht dabei der Schichtdicke der

zwischen den übereinander angeordneten Aragonitschichten vorhandenen interlamellaren

Matrix [5, 18]. Diese interlamellare Matrix (siehe Abschnitt 2.3.1) weist Poren bzw. Löcher

unterschiedlichen Durchmessers (einige Nanometer bis zu 200 nm) auf, welche durch die

netzwerkartige Anordnung der Chitin�lamente bedingt sind [1, 2]. Beim Aragonitwachs-

tum über Mineralbrücken wird angenommen, dass neue Aragonitkristalle zunächst auf
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dem unteren Aragonitplättchen entstehen und diese anschlieÿend durch die Poren bzw.

Löcher in der interlamellaren Matrix nach oben in die nächste Schicht weiterwachsen und

dort zur Bildung des neuen Aragonitplättchens führen [4, 14]. Über die Mineralbrücken er-

folgt die Weitergabe der kristallographischen Orientierung des unteren Aragonitplättchens

an das neu entstehende, darüberliegende Plättchen in der nächsten Schicht [4, 18]. Mittels

Elektronentomographie-Messungen konnte von Gries et al. in [14, 18] erstens die Existenz

solcher kristallinen Verbindungen mit Durchmesser von etwa 30 nm und zweitens die Kon-

stanz der kristallographischen Orientierung innerhalb der Mineralbrücken nachgewiesen

werden [4].

Abbildung 12: Schematische Darstellung der Entstehung der etwa 500 nm dicken Arago-
nitplättchen (A) im heteroepitaktischen Wachstumsmodell und (B) im Mineralbrücken-
modell. Die interlamellare organische Matrix, die sich zwischen den übereinander angeord-
neten Aragonitplättchen (grau) be�ndet, ist blau gekennzeichnet (Abb. aus [4], adaptiert
nach [111]).

Ionotropes Wachstum

Bei dem von Green�eld et al. in [112] vorgeschlagenen ionotropen E�ekt führt eine lo-

kal auftretende hohe Konzentration der �precursor�-Ionen, die für das Aragonitwachstum

benötigt werden, zur Kristallisation des Calciumcarbonats [4, 112]. Dabei wird angenom-

men, dass die Bindung der Ca2+-Ionen zunächst an auf der interlamellaren organischen

Matrix vorgegebenen Bindungsorten erfolgt und die gebundenen Ca2+-Ionen dann nega-

tiv geladene Carbonationen (CO 2−
3 -Ionen) aus der extrapallialen Flüssigkeit anziehen, die

dann wiederum weitere Ca2+-Ionen anziehen [4, 14]. Dieser Prozess führt zu einer lokalen

Erhöhung der Konzentration an Ca2+- und CO 2−
3 -Ionen und somit zur Übersättigung und

zur Calciumcarbonatkristallisation [4, 112]. Die Bindungsorte für die Ca2+-Ionen auf der

interlamellaren Matrix sind z. B. sulfatierte Chitinmoleküle oder sulfatierte Seitenketten

von Proteinen [4, 5]. Bei diesem Modell muss der Abstand der Ca2+-Ionen, die an der ILM
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gebunden sind, nicht dem Gitterabstand der Ca2+-Ionen im kristallinen Aragonitgitter

entsprechen und somit kann sich hier zunächst auch eine amorphe Phase ausbilden, die

sich erst nach einiger Zeit in kristallines Material umwandelt [4, 14].

Hypothese des amorphen �precursor�

Hierbei nimmt man an, dass zunächst die Bildung einer amorphen Übergangsphase erfolgt

und nach einiger Zeit die Umwandlung dieser amorphen Phase in kristallines Material

statt�ndet [4, 14]. Die Umwandlung erfolgt vermutlich aus thermodynamischen Grün-

den [4, 5]. So gelang der Nachweis von amorphem Calciumcarbonat (ACC) z. B. in den

Schalen von Bivalven- und Gastropodenlarven48 und in den Zähnen von Polyplacophora

(Käferschnecken) [4, 14]. Das amorphe Calciumcarbonat in den Schalen der Bivalven- und

Gastropodenlarven wandelt sich später in das thermodynamisch stabilere Aragonit um

[5]. Zudem konnte gezeigt werden, dass die Bildung der aus Calcit-Einkristallen bestehen-

den Stacheln bei Seeigellarven (Arten Strongylocentrotus purpuratus und Paracentrotus

lividus) über amorphes Calciumcarbonat erfolgt [113].

2.5 Farberscheinungen an Perlmutt und ��at pearls�

Die schillernden Farben des Perlmutts werden durch Interferenz an dünnen Schichten er-

zeugt [114]. Die dünne Schicht ist hier die etwa 500 nm dicke und lateral aus vielen neben-

einanderliegenden Aragonitplättchen bestehende oberste Aragonitschicht, deren Dicke der

mittleren Wellenlänge des sichtbaren Lichts entspricht [4, 5]. Für eine gegebene Schicht-

dicke erfüllen nur bestimmte Wellenlängen die Bedingungen für eine konstruktive oder

destruktive Interferenz, d. h. bei einer bestimmten Dicke der Aragonitplättchen und z. B.

senkrechtem Einfall des Lichts werden ein bis zwei Farben verstärkt und andere löschen

sich aus. Da die e�ektive Schichtdicke vom Einfallswinkel des Lichts abhängt, ändern

sich die durch konstruktive Interferenz sichtbaren Farben, wenn man unter verschiedenen

Winkeln das Perlmutt betrachtet. Dieser E�ekt ist von buntschillernden Seifenblasen her

bekannt, deren Lamellendicke im Bereich von 200 nm bis zu 1000 nm liegt. Bei der Seifen-

blase treten durch Dicken�uktuationen der Seifenhaut aufgrund von z. B. Gravitation und

Bewegung zusätzliche E�ekte, wie Farbänderungen bei gleichem Betrachtungswinkel auf

[114, 115]. Das Prinzip der Mehrfachre�exionen und Interferenz an einer dünnen Schicht

ist in der Abbildung 13 gezeigt.

48Die Untersuchung erfolgte z. B. bei den Arten Biomphlaria glabrata (Gastropode), Mercenaria

mercenaria (Bivalve) und Crassostrea gigas (Bivalve) [5, 113].
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Weitere Vielfachre�exionen spielen aufgrund ihrer geringen Intensität keine Rolle. Bei

schrägem Lichteinfall (siehe Abb. 13) ändert sich die e�ektive Schichtdicke von d · nγ zu
d

cosβ
· nA, wobei β der Brechungswinkel im Medium und nA der resultierende Brechungs-

index in der Richtung des Lichts im Aragonit ist. Betrachtet man Perlmutt aus einer

Blickrichtung, so sieht man entsprechend Formel (2) zwei Farben, die sich dann mit dem

Blickwinkel verändern bzw. im Spektrum verschieben [114, 115].

Im Gegensatz dazu erscheinen die Wachstumsfronten der ��at pearls� und die am äuÿe-

ren Rand der Schaleninnseite im Tageslicht weiÿ, da sowohl die Gröÿe der �stacks of coins�

als auch deren Abstände untereinander im Bereich weniger Mikrometer liegen (d � λ).

An diesen Strukturen �ndet Mie-Streuung statt, die nahezu wellenlängenunabhängig ist

[4]. Etwa vergleichbar ist die Lichtstreuung an Wassertröpfchen in Wolken, die ebenfalls

weiÿ erscheinen. Dadurch sind die Wachstumsfronten auf den ��at pearls� und Perlmutt

an Spalt�ächen sehr gut erkennbar und unterscheidbar [4, 5].
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3 Experimentelle Grundlagen zu AFM und REM

In diesem Abschnitt wird allgemein der Aufbau und die Funktionsweise eines Rasterkraft-

mikroskops (AFM) beschrieben, mit dessen Hilfe die Ober�ächenstruktur von ��at pearls�

und Perlmuttspalt�ächen untersucht wurde und die direkte Beobachtung des Kristall-

wachstums auf diesen Probenober�ächen erfolgte. Zudem wird der Aufbau eines Raster-

elektronenmikroskops (REM) vorgestellt und die zur Bildentstehung führenden Wechsel-

wirkungen zwischen Probenatomen und Elektronenstrahl erklärt.

3.1 Rasterkraftmikroskopie (AFM)

Abbildung 14: REM-Bilder (A) von mehreren AFM-Cantilevern (Federbalken) verschie-
dener Geometrien (Länge, Breite und Form) und (B) von einer pyramidenförmigen Spitze
an der Unterseite eines Cantilevers (Bilder aus [119]).

Beim Rasterkraftmikroskop51, dessen erster Prototyp von Binnig, Quate und Gerber

1986 entwickelt wurde, erfolgt die Untersuchung der Ober�äche einer nichtleitenden Pro-

be mit Hilfe einer feinen Spitze, die an der Unterseite eines Cantilevers angebracht und

über der Probe angeordnet ist [4, 120]. Dabei kann die Ober�ächenstruktur mit Au�ö-

sungen bis hin in den atomaren Bereich abgebildet werden [2, 4]. Der Cantilever, also

ein Federbalken mit bestimmter Federkonstante, ist an einem z.B. aus Silizium bestehen-

den Trägerchip angebracht, der wiederum in dem AFM-Sondenhalter52 �xiert ist [4]. Die

Federkonstante wird durch die Geometrie, also Länge, Dicke, Breite und Form, des Fe-

derbalkens und dessen Material beein�usst [121]. Die Spitze-Cantilever Systeme bestehen

oft aus Siliziumnitrid(Si3N4) [122, 123]. Im Bild (A) der Abbildung 14 sind mehrere an

51englisch: atomic force microscope [4]
52Dieser Sondenhalter wird später in den AFM-Kopf eingebaut (Details siehe Abschnitt 4.4) [2, 4].
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einem Trägerchip befestigte und aus Siliziumnitrid bestehende Federbalken unterschied-

licher Geometrien gezeigt [2, 119]. Oftmals �nden pyramidenförmige Spitzen (siehe Bild

(B) in der Abb. 14) Verwendung, jedoch können Spitzen verschiedenster Geometrien und

Radien hergestellt werden [4, 119]. Die Spitze, deren Höhe typischerweise wenige Mikro-

meter beträgt, weist oft einen Radius von nur wenigen Nanometern auf [2, 4].

Abbildung 15: Schematische
Darstellung des beim AFM
verwendeten Rückkopplungs-
mechanismus bestehend aus
Halbleiterlaser, Cantilever und
Photodiode zur Regelung des
Abstands zwischen Spitze und
Probenober�äche (Abb. aus
[2]).

Im AFM werden mehrere Piezosteller verwendet: (1) zur Regelung des Spitze-Probe

Abstands oder der Andruckkraft bei direktem mechanischen Kontakt zwischen Spitze und

Probenober�äche und (2) zur lateralen Verschiebung der Probe in x- und y-Richtung

[2, 4]. Der Abstand zwischen Spitze und Probe wird mittels Rückkopplungsmechanismus

über die Anhebung oder Absenkung der Probe kontrolliert [2]. Dazu wird ein Halbleiter-

laser genutzt, dessen Strahl schräg auf die z. B. mit Gold oder Aluminium beschichtete

Oberseite des Cantilevers fällt und von dieser re�ektiert wird und schlieÿlich auf ein Photo-

diodenarray oder eine Zwei- bzw. Vier-Quadrantenphotodiode tri�t [4, 124]. Die zwischen

Probenober�äche und Spitze wirkenden Kräfte (z. B. kurzreichweitige chemische Bindungs-

kräfte und Van-der-Waals Kräfte) führen zu einer Auslenkung des Cantilevers und somit

zu einer Verschiebung des Laserspots auf der Photodiode, die dann erfasst wird [2, 4]. Die

Abbildung 15 zeigt schematisch diesen beim AFM verwendeten Rückkopplungsmecha-

nismus.

Die Untersuchung der Ober�ächenstruktur von Proben mittels AFM kann in verschie-

denen Betriebsmodi erfolgen: (1) Kontakt-Modus, (2) Nicht-Kontakt-Modus, (3) Inter-

mittend-Kontakt-Modus und (4) PeakForce-Tapping-Modus [125, 126]. Der PeakForce

Tapping-Modus ist ein spezieller von der Firma Bruker53 entwickelter Modus, der bei den

in dieser Arbeit durchgeführten AFM-Untersuchungen mit dem Rasterkraftmikroskop Bio-

53Billerica, MA, USA
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Scope ResolveTM Verwendung fand [126, 127]. Die unterschiedlichen Betriebsmodi sowie

deren Vorteile und Einschränkungen werden im Folgenden kurz beschrieben.

� Der Kontakt-Modus54, bei dem die Spitze in direktem mechanischen Kontakt mit

der Probenober�äche ist und somit abstoÿende (repulsive) Kräfte zwischen Spitzen-

atomen und Ober�ächenatomen vorherrschen, gestattet es, insbesondere biologische

Proben in Flüssigkeiten (z. B. in deionisiertem Wasser oder in CaCO3−Lösungen)
zu untersuchen und hohe Au�ösungen der Ober�ächenstruktur zu erreichen [4, 128].

Dabei sind zwei Modi möglich: (1) der �constant height�-Modus, bei dem die An-

druckkraft variiert wird, sodass die Höhenposition der Spitze konstant bleibt und (2)

der �constant force�-Modus, bei dem über eine Höhenänderung der Spitze bzw. des

Cantilevers die Andruckkraft der Spitze auf die Probenober�äche konstant gehalten

wird [4]. Der direkte mechanische Kontakt führt jedoch zur schnellen Abnutzung

der Spitze sowie eventuell zur Beschädigung oder Deformation der Probenober�ä-

che [2, 4]. Das Abbilden der Ober�ächentopogra�e von sehr weichen Proben mittels

Kontakt-Modus ist oftmals schwierig [129].

� Der Nicht-Kontakt-Modus55, bei dem das aus Spitze und Cantilever bestehende Sys-

tem in konstanter Höhe von etwa 50 nm bis 150 nm über der Probenober�äche ge-

führt wird und die Spitze die Probenober�äche nicht berührt, eignet sich besonders

zur Untersuchung weicher Proben [4, 130]. Das Spitze-Cantilever System schwingt

dabei jedoch, wobei die Anregungsfrequenz nahe der Resonanzfrequenz des Spitze-

Cantilever Systems liegt [4, 131]. Typischerweise betragen die Resonanzfrequenzen

zwischen 50 kHz und 400 kHz [2, 4]. In diesem Modus dominieren anziehende (at-

traktive) Kräfte zwischen Probenatomen und Spitzenatomen, welche eine Änderung

der e�ektiven Federkonstante des Cantilevers bewirken und so die Resonanzfrequenz

des Spitze-Cantilever Systems verschieben [4, 130]. Die Verschiebung der Resonanz-

frequenz wiederum führt zu einer Änderung der Schwingungsamplitude, die mittels

Rückkopplungsmechanismus erfasst wird und aus der man das Höhenpro�l der Probe

erhält [4, 131]. Da hier zwischen Probenatomen und Spitzenatomen kleinere Kräfte

als im Kontakt-Modus wirken, ergeben sich ungenauere Abbildungen der Ober�ä-

chenstruktur [2, 4].

� Beim Intermittend-Kontakt-Modus56 wird das Spitze-Cantilever System ebenfalls

mit Frequenzen nahe seiner Resonanzfrequenz zum Schwingen angeregt [2, 4]. Wäh-

54englisch: contact mode
55englisch: non contact mode
56englisch: tapping mode
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rend des Schwingungszyklus ist die Spitze jedoch nur im Kontakt mit der Proben-

ober�äche bei maximaler Auslenkung des Cantilevers, also bei maximaler Schwin-

gungsamplitude [4]. Da sich der Abstand zwischen Probenober�äche und Spitze än-

dert, wirken in diesem Modus je nach Abstand sowohl anziehende (attraktive) als

auch abstoÿende (repulsive) Kräfte [4, 131]. Hier werden vor allem die im Kontakt-

Modus auftretenden lateralen Scherkräfte, die zu einer Beschädigung oder Deforma-

tion der Probe führen können, vermieden [4, 132]. Dieser Modus erlaubt genauere

Abbildungen der Probenober�äche als der Nicht-Kontakt-Modus aufgrund der stär-

keren Kräfte zwischen Probenatomen und Spitzenatomen [2, 4].

� Beim PeakForce-Tapping-Modus wird das Spitze-Cantilever System ebenfalls zum

Schwingen gebracht, allerdings wird hier ein sinusförmiges Anregungssignal mit Fre-

quenzen im Bereich von etwa 100Hz bis 2 kHz verwendet [133]. Die Anregungsfre-

quenz liegt dabei weit unterhalb der Resonanzfrequenz des Spitze-Cantilever Sys-

tems [133, 134]. Als Regelsignal, aus dem sich das Höhenpro�l der Probe ergibt,

dient die mittels Rückkopplungsmechanismus aus der Auslenkung des Cantilevers er-

haltene maximal wirkende Wechselwirkungskraft zwischen Probenatomen und Spit-

zenatomen � die sogenannte �peak force� [135]. Diese �peak force� wird während

des Abbildens der Probenober�äche konstant gehalten [133, 136]. Im Vergleich zu

den anderen oben erwähnten Betriebsmodi sind hier sehr kleine abbildende Kräfte

möglich (minimale �peak force� von 100 pN) [133]. Dieser Modus erlaubt auch das

Abbilden der Ober�ächenstruktur von weichen Proben, wie z. B. der organischen

Matrix, in Flüssigkeit57 mit sehr hoher Au�ösung58 [137]. Hier werden auch die im

Kontakt-Modus auftretenden lateralen Scherkräfte, die zu einer Beschädigung oder

Deformation der Probe führen können, vermieden [138].

Zum besseren Verständis zeigt die Abbildung 16 schematisch erstens das Spitze-

Cantilever System während eines Schwingungszyklus, also dem Annähern der Spitze

an die Probenober�äche und dem anschlieÿenden Wegfahren der Spitze von der Pro-

benober�äche, und zweitens die dabei aufgenommenen Kraftkurven [134]. Be�ndet

sich die Spitze in weiter Entfernung von der Probenober�äche (Position 1) wirken

keine oder nur sehr geringe Kräfte zwischen Probenatomen und Spitzenatomen, so-

dass der Cantilever keine Auslenkung erfährt [135, 139]. Bei Annäherung der Spitze

an die Probenober�äche (Position 1 bis 2) wirken zunehmend langreichweitige attrak-

tive Kräfte, welche die Spitze an die Probenober�äche ziehen und zu einer Auslen-
57Im Allgemeinen kann das Abbilden der Probenober�äche mittels PeakForce-Tapping-Modus sowohl
an Luft als auch in Flüssigkeit erfolgen [137]. Die Untersuchungen der ��at pearls� und Perlmutt-
spalt�ächen wurden stets in Flüssigkeit (CaCO3−Lösungen) durchgeführt.

58Die erreichbare Au�ösung hängt auch von dem verwendeten Spitze-Cantilever System ab [122, 123].
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kung des Cantilevers führen [135]. Übersteigt der attraktive Kraftgradient die Gröÿe

der Federkonstante k des Cantilevers, �springt� die Spitze an die Probenober�äche

(Position 2) und bleibt in Kontakt mit dieser [135, 140]. Die bei Kontakt zwischen

Spitze und Probe dominierenden repulsiven Kräfte nehmen bei weiterer Annäherung

zu, bis die maximale Wechselwirkungskraft (�peak force�) erreicht ist (Position 3),

deren Wert (Setpoint) beim Abbilden vom Benutzer festgelegt wird [139, 141]. Da-

bei verbiegt sich der Cantilever in entgegengesetzter Richtung zur Probenober�äche

[139]. Wird die Spitze anschlieÿend von der Probenober�äche weggefahren, nehmen

die zwischen Spitze und Probe wirkenden Kräfte wieder ab, jedoch bleibt die Spit-

ze aufgrund von Adhäsionskräften über den Kontaktpunkt an der Probenober�äche

haften (Position 4 und 5) [135, 139]. Danach löst sich die Spitze von der Proben-

ober�äche und kehrt in den ursprünglichen Zustand zurück, in der keine bzw. nur

sehr geringe Kräfte zwischen Spitzen- und Probenatomen wirken [139, 140]. Aus den

aufgenommenen Kraftkurven können Informationen über die mechanische Beschaf-

fenheit der Probenober�äche, wie z. B. Adhäsionskraft, Energieverlust während eines

Schwingungszyklus (Dissipation) und maximale Deformation der Probe, gewonnen

werden [134, 141]. Bei sogenannten Kraftkarten (�force maps�) erfolgt die Aufnahme

von Kraftkurven bei jedem Pixel59 des untersuchten Probenbereichs [135].

Abbildung 16: Schematische Zeichnung des Spitze-Cantilever-Systems über der Probe und
der Kraftkurven während eines Schwingungszyklus im PeakForce-Tapping-Modus. (A) Po-
sition des Spitze-Cantilever-Systems bei Annäherung an die Probenober�äche und bei an-
schlieÿendem Wegfahren von der Probenober�äche, (B) Kraft als Funktion der Zeit und
(C) Kraft in Abhängigkeit des Abstands zwischen Spitze und Probe (Abb. aus [134]).

59Die gewünschte Au�ösung (z. B. 64 x 64Pixel) wird voher festgelegt.
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3.2 Rasterelektronenmikroskopie (REM)

Mit einem Lichtmikroskop kann höchsten eine 1000-fache Vergröÿerung und nur eine Auf-

lösung von etwa 200 nm, die durch die Gröÿe der Lichtwellenlänge des sichtbaren Lichts

bedingt ist, erreicht werden [4, 142]. Im Vergleich dazu sind mit einem Rasterelektronenmi-

kroskop (REM60), bei dem mittels Elektronenstrahl die Ober�äche zeilenweise abgetastet

wird, Au�ösungen von wenigen Nanometern möglich [2, 142]. Die erreichbare Au�ösung

wird hauptsächlich durch den Strahldurchmesser des Elektronenstrahls auf der Proben-

ober�äche, der je nach Fokussierung etwa zwischen 1 nm und 1 µm betragen kann, be-

stimmt und ist somit stark von der Elektronenerzeugungsmethode abhängig [4, 143]. Bei

Proben, die nicht elektrisch leitfähig sind, müssen die Probenober�ächen für die REM-

Untersuchung meistens mit einer dünnen Schicht, z. B. aus Gold oder Kohlensto�, be-

dampft oder besputtert werden [2, 4]. So wird eine starke Au�adung der Probenober�äche

bei der REM-Untersuchung vermieden [4]. Die Untersuchung der Proben erfolgt stets im

Vakuum61. Daher sollten die Probestücke möglichst wasserfrei sein [2, 4].

Die Erzeugung des Elektronenstrahls kann erfolgen durch: (1) Glühemission, (2) kalte

Feldemission oder (3) thermische Feldemission [142, 145]. Werden die Elektronen ther-

misch durch Glühemission erzeugt, besteht der Strahlkopf des REM aus einer Wolfram-

Haarnadelkathode62 oder einem Lanthanhexaborid(LaB6)-Einkristall, einem Wehneltzy-

linder und einer Anode [4, 142]. Durch die zwischen Wolfram-Glühdraht bzw. LaB6-

Einkristall63 und Anode anliegende hohe positive Spannung werden die Elektronen in Rich-

tung der Anode beschleunigt und passieren dabei den Wehneltzylinder [142, 147]. Dieser

Wehneltzylinder ist eine auf leicht negativem Potential liegende zylinderförmige Steuer-

elektrode und wird zur Intensitätsregelung sowie zur Fokussierung des Elektronenstrahls

genutzt [2, 148]. Bei Verwendung eines LaB6-Einkristalls kann ein geringerer Strahldurch-

messer und somit eine höhere Au�ösung erreicht werden, allerdings ist dessen Lebensdauer

kürzer als die einer Wolfram-Haarnadelkathode [142, 146]. Mit beiden Kathodenarten ist

ein maximaler Strahlstrom von 1000 nA erreichbar [144].

Mit einer Feldemissionskathode kann aufgrund einer besseren Fokussierung des Elek-

tronenstrahls eine höhere Au�ösung erreicht werden [4, 146]. Dabei wird die bei der

Glühemission auftretende Geschwindigkeitsverteilung der austretenden Elektronen vermie-

den [4]. Die Feldemissionskathode, deren Betrieb bei Raumtemperatur64 erfolgt, besteht

60englisch: scanning electron microscope (SEM)
61Je nach Elektronenerzeugungsmethode wird mit einem Vakuum zwischen 10−3 Pa und 10−8 Pa
gearbeitet [144].

62gebogener Glühdraht aus einer Wolframlegierung, Aufheizung auf etwa 2700K [142, 146]
63Aufheizung auf etwa 1900K [144]
64Betrieb bei etwa 300K [144]. Diese Art der Feldemission wird als �kalte� Feldemission bezeichnet [144].
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aus einem Wolfram-Einkristall mit einer feinen Spitze, die einen Krümmungsradius von

r < 0, 1 µm aufweist [149]. Dieser Einkristall ist auf einem gebogenen Wolfram-Glühdraht

angebracht [145, 149]. Im Strahlkopf be�nden sich neben der Feldemissionskathode noch

zwei Anoden [145]. Durch die zwischen Kathode und erster Anode anliegende hohe Span-

nung65 wird die Austrittsarbeit der Elektronen reduziert und so Elektronen aus der feinen,

monokristallinen Spitze emittiert [145, 150]. Die zweite Anode dient wieder zur Beschleuni-

gung der Elektronen [146, 150]. Allerdings müssen solche Feldemissionskathoden immer im

Ultrahochvakuum (10−8 Pa) betrieben werden und der maximal erreichbare Strahlstrom

ist mit nur 0,2 nA sehr gering [144]. Bei den sogenannten Schottky-Feldemittern wird der

E�ekt der Glühemission mit dem der Feldemission kombiniert [143]. Dort ist die Spitze des

Wolfram-Einkristalls, die hier jedoch nur einen Krümmungsradius von r < 1 µm besitzt,

zusätzlich mit Zirkonium(IV)-oxid (ZrO2) bedampft [146, 149]. Die Bedampfung reduziert

die Austrittsarbeit der Elektronen [145]. Durch das Aufheizen des Wolfram-Glühdrahts

bzw. des Wolfram-Einkristalls mit Spitze kann so die Feldstärke, die für die Emission

der Elektronen notwendig ist, im Vergleich zu den �kalten� Feldemittern reduziert werden

[144]. Die Schottky-Feldemitter erzeugen einen höheren Emissionsstrom (10 nA), der über

längere Zeit konstant ist [149]. Zusätzlich reicht ein Vakuum von 10−6 Pa für den Betrieb

aus [144].

Bei dem zur Untersuchung der Probestücke verwendeten Rasterelektronenmikroskop66

werden Schottky-Feldemitter zur Strahlerzeugung eingesetzt [150]. Unterhalb der Kon-

densorlinse be�ndet sich eine Aperturblende, mit welcher der Durchmesser des Elektro-

nenstrahls zusätzlich reguliert werden kann [4, 150]. Die Objektivlinse besteht aus einem

Dublett aus elektromagnetischer und elektrostatischer Linse [150]. Am unteren Ende dieser

Objektivlinse be�nden sich zwei magnetische Spulenpaare, mit denen der Elektronenstrahl

in x- und y-Richtung abgelenkt und über die Probenober�äche gerastert werden kann

[4, 150]. Die erreichbare Au�ösung ist neben dem Strahldurchmesser des Primärelektronen-

strahls67 auf der Probenober�äche auch von der verwendeten Beschleunigungsspannung,

der Rastergeschwindigkeit, dem Arbeitsabstand68, dem Neigungswinkel zwischen Detek-

tor und Probenober�äche sowie Linsenfehlern abhängig [4, 142]. Linsenfehler sind z. B.

chromatische Aberration, sphärische Aberration und Astigmatismus [4]. Die Au�ösung

nimmt mit zunehmender Beschleunigungsspannung, also zunehmender Geschwindigkeit

der Primärelektronen, und abnehmenden Strahldurchmesser zu [4, 14]. Beim verwendeten

Rasterelektronenmikroskop können Beschleunigungsspannungen im Bereich von 100V bis

65Dabei liegt ein elektrisches Feld mit einer Feldstärke von mindestens einigen 107 V
cm

an [144].
66Aurigar series, Geminir; Carl Zeiss Microscopy Deutschland GmbH; Oberkochen, Deutschland
67Die auf die Probenober�äche auftre�enden Elektronen werden als Primärelektronen bezeichnet [2, 4].
68Abstand zwischen dem Polschuh der Objektivlinse und dem fokussierten Probenbereich [4, 146]
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30 kV verwendet werden [148]. Dort ist eine maximale Au�ösung von 1 nm bei Verwendung

einer Beschleunigungsspannung von 30 kV erreichbar [150].

Die sogenannten Primärelektronen (PE) tre�en auf die Probenober�äche, dringen in

das Probenmaterial ein und wechselwirken dort mit den Probenatomen und erzeugen so Se-

kundärelektronen (SE), Rückstreuelektronen (BSE), charakteristische Röntgenstrahlung,

Röntgenbremsstrahlung, Kathodolumineszenz und Augerelektronen (AE) [2, 4]. Die Ab-

bildung 17 zeigt das durch Wechselwirkung zwischen Primärelektronenstrahl und Proben-

atomen entstehende birnenförmige Wechselwirkungsvolumen, dessen Gröÿe mit steigender

Beschleunigungsspannung und kleiner werdender Kernladungszahl69 Z des untersuchten

Probenmaterials zunimmt [4, 151].

Abbildung 17: Schematische Zeichnung des birnen-
förmigen Wechselwirkungsvolumens (Anregungs-
keule), das durch die Wechselwirkung zwischen Pri-
märelektronenstrahl (PE) und Probenatomen ent-
steht (Abb. aus [14]). Die auf die Probenober�ä-
che auftre�enden Primärelektronen (PE) dringen
unterschiedlich tief in das Probenmaterial ein und
erzeugen dort Sekundärelektronen (SE), Rückstreu-
elektronen (BSE), Augerelektronen (AE) und Rönt-
genstrahlung (RS) [4]. Die Emission der Sekundär-
elektronen erfolgt dabei nur aus ober�ächennahen
Schichten mit der Dicke d [14].

3.2.1 Sekundärelektronen

Niederenergetische Elektronen mit maximaler kinetischer Energie70 von 50 eV, die durch

inelastische Streuprozesse zwischen den Primärelektronen und den in den äuÿeren Elek-

tronenschalen der Probenatome vorhandenen Valenzelektronen entstehen und anschlie-

ÿend aus der Probenober�äche austreten, werden als Sekundärelektronen (SE)71 bezeich-

net [4, 153]. Die kinetische Energie der emittierten Sekundärelektronen hängt von der

Austrittsarbeit des Probenmaterials ab und liegt gröÿtenteils nur im Bereich von 1 eV

bis 5 eV [4, 154]. Diese in der Probe erzeugten Sekundärelektronen werden in Abhängig-

69Die Kernladungszahl entspricht der Ordnungszahl [4].
70kinetische Energie der Sekundärelektronen: 0 ≤ E ≤ 50 eV [147, 152]
71englisch: secondary electrons
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keit des Entstehungsprozesses und -ortes in Sekundärelektronen vom Typ 1 und Typ 2

eingeteilt [147, 155]. Die nur aus ober�ächennahen Bereichen mit Tiefen bis zu maxi-

mal 10 nm stammenden Sekundärelektronen, die als SE1-Elektronen (Sekundärelektronen

vom Typ 1) bezeichnet werden, entstehen vorzugsweise lateral nur im Bereich des Auf-

tre�punkts des Primärelektronenstrahls auf der Probenober�äche [4, 147]. Dadurch ist

mit den SE1-Elektronen eine hohe laterale Au�ösung von etwa 1 nm bis 5 nm erreichbar

[155]. Die Detektion der SE1-Elektronen ermöglicht somit eine hochaufgelöste Untersu-

chung und Abbildung der Ober�ächenstruktur der Probe [4]. Die SE2-Elektronen entste-

hen hingegen durch inelastische Streuprozesse der bereits zuvor im Probenmaterial ein-

oder mehrfach elastisch gestreuten Primärelektronen, also durch inelastische Streuprozesse

der Rückstreuelektronen72, und liefern somit neben Informationen zur Ober�ächenstruk-

tur auch indirekt Informationen über die Materialzusammensetzung [4, 156]. Jedoch kann

mit den SE2-Elektronen nur eine laterale Au�ösung erreicht werden, die in der Gröÿen-

ordnung der mittels Rückstreuelektronen erreichbaren Au�ösung von etwa 0,01 µm bis

1 µm liegt [155, 157]. Die Austrittstiefe der SE2-Elektronen liegt im Bereich von 0,1µm

bis 1 µm und hängt von der Kernladungszahl Z des Probenmaterials und der verwendeten

Beschleunigungsspannung ab [155].

Zudem können Rückstreuelektronen, welche die Probenober�äche mit hoher kinetischer

Energie verlassen, an den Wänden der Probenkammer oder an der Endlinse der elektronen-

optischen Säule weitere Sekundärelektronen erzeugen, die als SE3-Elektronen73 bezeichnet

werden [155]. SE4-Elektronen74 entstehen durch Wechselwirkung zwischen den Primär-

elektronen und dem Inneren der elektronenoptischen Säule am Ende der Objektivlinse

[146, 155]. Die SE3- und SE4-Elektronen liefern somit keine Informationen über die Pro-

benbescha�enheit und tragen nur zum Hintergrundsignal bei [146, 158].

Der Emissionskoe�zient δ der Sekundärelektronen � auch Sekundärelektronenausbeute

genannt � beschreibt das Verhältnis der Anzahl der emittierten75 Sekundärelektronen zur

Anzahl der auf die Probe auftre�enden Primärelektronen und hängt von der verwendeten

Beschleunigungsspannung, der Austrittsarbeit des Probenmaterials, dem Einfallswinkel

des Primärelektronenstrahls zur Probenober�äche und der lokalen Ober�ächenkrümmung

der Probe ab [146, 154].

Beim verwendeten Rasterelektronenmikroskop76 stehen zwei verschiedene Sekundär-

elektronendetektoren zur Verfügung: (1) der Inlens-Detektor und (2) der SE2-Detektor,

72siehe Abschnitt 3.2.2
73Sekundärelektronen vom Typ 3
74Sekundärelektronen vom Typ 4
75Dabei werden nur die SE1- und SE2-Elektronen berücksichtigt [146].
76Aurigar series, Geminir; Carl Zeiss Microscopy Deutschland GmbH; Oberkochen, Deutschland
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auch Everhart-Thornley-Detektor genannt.

Der SE2-Detektor, der an der Wand der Probenkammer montiert und somit seitlich im

schrägen Winkel zur Probenober�äche angeordnet ist, besteht aus Kollektorgitter, Szintil-

lator und Photomultiplier [4, 150]. Dieser Detektor weist vorwiegend die SE2-Elektronen

nach, detektiert aber auch eine geringe Anzahl an Rückstreuelektronen, die aus der Pro-

benober�äche austreten und in Richtung des Detektors abgelenkt werden [150, 157]. Durch

Anlegen einer leicht positiven Spannung77 am Kollektorgitter von z. B. 300V werden die

sich langsam bewegenden, niederenergetischen Sekundärelektronen angezogen und zum

Szintillator hin beschleunigt [4, 159]. Ein sogenanntes Pseudo-Rückstreubild78 entsteht,

indem am Kollektorgitter eine negative Spannung angelegt wird und so die Sekundärelek-

tronen abgewiesen werden und nur der Nachweis der hochenergetischen, sich in Richtung

des Detektors bewegenden Rückstreuelektronen erfolgt [150, 159]. Die auf den Szintillator

auftre�enden Elektronen erzeugen Photonen, die dann zum Photomultiplier weitergelei-

tet werden und dort Elektronen aus der Photokathode über den photoelektrischen E�ekt

herauslösen [2, 4]. Diese herausgelösten Elektronen werden über Dynoden, also Anoden

mit jeweils höherer Spannung, beschleunigt [2]. Der Photomultiplier erzeugt somit eine

Spannung, die proportional zur Anzahl der Photonen und damit zur Anzahl der auf das

Szintillatormaterial auftre�enden Elektronen ist [2, 4]. Zur Erhöhung der Plastizität der

untersuchten Probenober�äche tragen der Flächenneigungskontrast und der Kantene�ekt

bei [4, 160]. Durch den Neigungswinkel zwischen SE2-Detektor und Probenober�äche er-

scheinen abgewandte Flächen dunkler als dem Detektor zugewandte Strukturen [2, 4].

Die Emission von Sekundärelektronen ist aus Kanten aufgrund der gröÿeren Ober�äche

im Vergleich zu glatten Strukturen stärker [4, 160]. Der SE2-Detektor wird daher insbe-

sondere zur Abbildung der Probentopogra�e genutzt [161]. Die Untersuchung der in der

vorliegenden Arbeit verwendeten Probestücke der Wachstumsfronten und der Perlmutt-

spalt�ächen sowie der bei den AFM-Wachstumsexperimenten auf diesen Probestücken

induziert gewachsenen Calciumcarbonatkristalle erfolgte stets mit dem SE2-Detektor.

Der Inlens-Detektor, der im Inneren der elektronenoptischen Säule oberhalb der Objek-

tivlinse angebracht und somit direkt oberhalb der Probe angeordnet ist, weist hauptsäch-

lich die lateral nur um den Auftre�punkt des Primärelektronenstrahls entstehenden SE1-

Elektronen nach, aber auch in geringer Anzahl die SE2-Elektronen [150, 162]. Daher wird

dieser Detektor zur hochaufgelösten Untersuchung und Abbildung der Ober�ächenstruk-

tur genutzt [163]. Er besteht ebenfalls aus einem Szintillator und einem Photomultiplier,

77Dabei kann eine Kollektorspannung im Bereich von -250V bis 400V verwendet werden [150].
78Im Gegensatz zu den mittels Rückstreuelektronendetektoren (z. B. EsBr-Detektor, siehe Abschnitt
3.2.2) aufgenommenen Bildern enthält das Pseudo-Rückstreubild kaum Informationen über die Ma-
terialzusammensetzung [159].
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wobei das Szintillatormaterial ringförmig um den Primärelektronenstrahl angeordnet ist

[163, 164].

3.2.2 Rückstreuelektronen

Primärelektronen, die auf die Probenober�äche auftre�en und in tiefere Probenschichten

eindringen, können an den Atomkernen des Probenmaterials ein- bis mehrfach elastisch

gestreut werden und die Probe anschlieÿend wieder über deren Ober�äche verlassen [2,

165]. Bei diesen aus der Probenober�äche austretenden Elektronen, die im Gegensatz zu

den Sekundärelektronen gröÿtenteils hohe kinetische Energien besitzen, spricht man von

Rückstreuelektronen (BSE79) [4]. Die kinetische Energie der Rückstreuelektronen kann

im Bereich zwischen 50 eV und der Primärelektronenenergie E0 liegen80 [147, 152]. Die

Rückstreuelektronen können bis zu einer maximalen Tiefe von etwa 2 µm aus dem ge-

samten birnenförmigen Wechselwirkungsbereich, dessen Gröÿe durch die Eindringtiefe des

Primärelektronenstrahls in die Probe festgelegt wird, stammen [4, 166]. Die Austritts-

tiefe der Rückstreuelektronen entspricht dabei in etwa der Hälfte der Eindringtiefe der

Primärelektronen, die wiederum von der angelegten Beschleunigungsspannung und der

Kernladungszahl Z des Probenmaterials abhängt [166, 167]. Mit steigender Beschleuni-

gungsspannung, also zunehmender Primärelektronenenergie, und mit abnehmender Kern-

ladungszahl nimmt die Eindringtiefe der Primärelektronen zu und somit auch die Gröÿe

des Entstehungsbereichs der Rückstreuelektronen [155, 164]. Mittels Rückstreuelektronen

lassen sich verschiedene Materialien im Wechselwirkungsbereich unterscheiden, da diese

unterschiedliche Rückstreukoe�zienten aufweisen [4]. Der Quotient aus der Anzahl der

emittierten Rückstreuelektronen und der Anzahl der auf die Probe auftre�enden Primär-

elektronen wird als Rückstreukoe�zient η bezeichnet [4, 147]. Der Rückstreukoe�zient

ist elementspezi�sch, also von der Kernladungszahl Z des zu untersuchenden Probenma-

terials abhängig, und nimmt mit steigender Kernladungszahl der streuenden Atome zu

[2, 168]. So dringen Primärelektronen in Materialien mit hoher Kernladungszahl weniger

tief ein und werden dort stärker elastisch gestreut. Diese Materialien erscheinen dann in

den REM-Aufnahmen heller als Materialien mit kleineren Kernladungszahlen [168]. Der

Rückstreukoe�zient ist auch vom Einfallswinkel der Primärelektronen und in geringem

Maÿe von deren Energie abhängig [147, 168].

Der Nachweis der Rückstreuelektronen erfolgt mit einem oberhalb der Probe angeord-

neten ringförmigen Detektor, der sich entweder direkt im Inneren der elektronenoptischen

Säule oder unterhalb der Objektivlinse am Ende der elektronenoptischen Säule be�ndet

79englisch: backscattered electrons
80kinetische Energie der Rückstreuelektronen: 50 eV < E ≤ E0 (E0 - Primärelektronenenergie) [147, 152]
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[4, 148]. Meistens �nden dafür aus mehreren Segmenten bestehende Halbleiterdetektoren

oder auf YAG (Yttrium-Aluminium-Granat) basierende Einkristall-Szintillatoren Verwen-

dung81. Um die Sekundärelektronen, die nur geringe kinetische Energien bis zu maximal

50 eV besitzen, abzuweisen, liegt der Rückstreuelektronendetektor auf einem negativen

Potential [4, 148]. Die Nachweise�zienz von Rückstreuelektronendetektoren wird haupt-

sächlich durch die angelegte Beschleunigungsspannung, den Arbeitsabstand zwischen dem

Polschuh der Objektivlinse und dem fokussierten Probenbereich sowie durch die Orientie-

rung zwischen Probenober�äche und Detektor bestimmt [4, 146].

81Bei dem in dieser Arbeit zur Untersuchung der Probestücke verwendeten Rasterelektronenmikroskop
(Aurigar series, Geminir; Carl Zeiss Microscopy Deutschland GmbH; Oberkochen, Deutschland)
können zwei verschiedene Rückstreuelektronendetektoren verwendet werden: (1) der EsBr-Detektor
(energie-selektiver (energy-selective) BSE-Detektor) und (2) der AsBr-Detektor (winkelselektiver
(angle-selective) BSE-Detektor) [164, 169]. Der EsBr-Detektor be�ndet sich im Inneren der elektro-
nenoptischen Säule des REM oberhalb der Objektivlinse und detektiert Rückstreuelektronen, die aus
der Probenober�äche unter einem maximalen Winkel von 15° zum Primärelektonenstrahl austreten
[164, 170]. Das vor dem Detektor angebrachte Gitternetz, an dem eine Spannung UGitter im Bereich
zwischen 0V und -1500V angelegt werden kann, dient (1) zur Abweisung der niederenergetischen Se-
kundärelektronen und (2) zur Selektion der Rückstreuelektronen in Abhängigkeit ihrer kinetischen
Energie [148]. Liegt am Gitternetz eine Spannung von UGitter < −800V an, werden nur Rückstreu-
elektronen detektiert. Bei Spanungen von UGitter > −800V werden sowohl Sekundärelektronen als
auch Rückstreuelektronen erfasst [150]. Der AsBr-Detektor ist ein fester, aus mehreren, meistens
vier Segmenten bestehender und unterhalb der Objektivlinse angebrachter Halbleiterdetektor, der die
Rückstreuelektronen detektiert, die aus der Probenober�äche unter einem gröÿeren Winkel zum
Primärelektonenstrahl austreten [164, 170].
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4 Präparations- und Untersuchungsmethoden

Bei den bereits in [10] gezeigten AFM-Untersuchungen an frisch gespaltenen Perlmuttober-

�ächen sowie bei eigenen durchgeführten AFM-Experimenten auf den Ober�ächen von

frisch gewachsenen ��at pearls� und auf frisch erzeugten Perlmuttspalt�ächen wurde zu-

nächst Reinstwasser82 (1) jeweils für die Benetzung der Probenober�äche während der

Präparationsprozedur und (2) als Flüssigkeit, in der das Abbilden der Probenober�äche

zu Beginn jeder AFM-Untersuchung erfolgte, verwendet [4]. Besonders bei den AFM-

Experimenten an Perlmuttspalt�ächen zeigte sich jedoch, dass Reinstwasser zum Abbau

des Calciumcarbonats, insbesondere an den Kanten der Aragonitplättchen, führt und so

die bereits ursprünglich zwischen den Plättchen vorhandenen Löcher und Spalten schnell

deutlich gröÿer wurden [4, 10]. Da die Probestücke während der gesamten Vorbereitungs-

prozedur allerdings stets mit Flüssigkeit benetzt sein mussten, um ein Austrocknen der

Probenober�ächen zu verhindern, fanden bei allen weiteren AFM-Untersuchungen immer

CaCO3−Lösungen sowohl bei der Probenpräparation als auch beim anfänglichen Abbilden

mittels AFM Verwendung [4]. Um dabei möglichst noch kein oder nur wenig Kristallwachs-

tum auf den jeweiligen später zu untersuchenden Probenober�ächen zu initiieren, wurden

nur gesättigte 0,9mM oder gering übersättigte 1mM CaCO3−Lösungen genutzt [4, 10].

Bei den später durchgeführten AFM-Wachstumsexperimenten kamen auch höher konzen-

trierte CaCO3−Lösungen (2mM, 4mM und 5mM) zum Einsatz, um gezielt Wachstum

von Kristallen zu initiieren und deren Wachstumsprozesse direkt mit dem AFM zu beob-

achten. Somit erfolgte bei jeder AFM-Untersuchung als Erstes immer das Ansetzen der

CaCO3−Lösungen.
Im Folgenden wird daher zuerst die Präparation der CaCO3−Lösungen beschrieben

und anschlieÿend sowohl die Erzeugung der Wachstumsfronten und der Perlmuttspalt-

�ächen als auch die Präparation der Probestücke für die AFM-Untersuchungen vorgestellt.

Darüber hinaus wird die Präparation der löslichen organischen Matrix, deren Proteine als

Additive bei den AFM-Wachstumsexperimenten Verwendung fanden, und die Ermittlung

der Proteinkonzentration mittels Bradford-Assay beschrieben.

4.1 Präparation der CaCO3−Lösungen

Die Beschreibung der Herstellung der gesättigten CaCO3−Lösung (0,9mM) und der über-

sättigten CaCO3−Lösungen (1mM, 2mM, 4mM und 5mM) erfolgte von mir bereits aus-

führlich in [4]. Dort �ndet sich auch ein detailliertes Protokoll der Präparationsprozedur,

die im Folgenden kurz zusammengefasst ist.

82deionisiertes Wasser mit einem spezi�schen Widerstand von 18,2MΩ · cm [4]
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Das Ansetzen der CaCO3−Lösungen erfolgte hier jeweils durch Mischen einer Cal-

ciumchlorid(CaCl2)- und einer Natriumhydrogencarbonat(NaHCO3)-Stammlösung, wel-

che gleiche Konzentrationen aufwiesen, im Verhältnis von 1:1 [4, 17]. Um jedoch eine

CaCO3−Lösung mit der Konzentration von z. B. 1mM herzustellen, müssen beide Stamm-

lösungen jeweils eine Konzentration von 2mM aufweisen, da sich deren Konzentrationen

beim Mischen halbieren [4]. Die Abbildung 18 zeigt den Sättigungsgrad und den pH-

Wert der präparierten CaCO3−Lösung83 in Abhängigkeit von den Konzentrationen der

Calciumchlorid- und Natriumhydrogencarbonat-Stammlösungen [4, 10].

Da mit sehr kleinen Sättigungskonzentrationen gearbeitet wurde, erfolgte vor jeder

Präparation zunächst die sorgfältige Reinigung der drei 250ml-Messzylinder, in denen

erstens das Ansetzen der jeweiligen Stammlösungen und zweitens das Mischen beider

Stammlösungen stattfand, und der drei mit Schraubverschluss verschlieÿbaren Duranr-

Laborglas�aschen84 mit Volumina von 500ml bzw. 1000ml85, in denen erstens das zur

Herstellung verwendete Reinstwasser und zweitens die präparierten CaCO3−Lösungen
aufbewahrt wurden [4]. Zum Säubern wurden diese Gefäÿe zunächst 12 Stunden mit 0,1M

Salzsäure86 (HCl) inkubiert und nach Entfernung der Salzsäure jeweils dreimal mit Reinst-

wasser gespült. Nach erneuter Befüllung mit Reinstwasser und Verschlieÿen erfolgte die

Lagerung der Gefäÿe bis zur erneuten Verwendung. Die Messzylinder wurden zusätzlich

mit Aluminiumfolie abgedeckt [4, 10].

Zur Vermeidung des Auftretens von Luftblasen bei den später in CaCO3−Lösungen
durchgeführten AFM-Untersuchungen wurde das für die Herstellung der Stammlösun-

gen verwendete Reinstwasser in die 1000ml-Laborglas�asche gefüllt und vor Ansetzen

der Stammlösungen 10 Minuten entgast [4]. Um nun eine Natriumhydrogencarbonat-

Stammlösung de�nierter Konzentration herzustellen, erfolgte zunächst die Berechnung der

dafür notwendigen Masse des in gepulverter Form vorliegenden Natriumhydrogencarbo-

nats87 (NaHCO3), das eine molare Masse von 84,01 g
mol

aufwies, entsprechend der folgenden

Gleichung

c =
n

V
=

m

V ·M
,

wobei n die Sto�menge, M die molare Masse und c die gewünschte Konzentration der

83berechnet von Malte Launspach, AG Fritz, Institut für Biophysik; Fachbereich 1 der Universität
Bremen; Bremen, Deutschland

84DWK Life Sciences GmbH; Mainz, Deutschland
85Dabei wurden zwei Laborglas�aschen mit Volumina von 500ml und eine Laborglas�aschen mit Volu-
men von 1000ml verwendet [4].

86VWR Chemicals, VWR International S.A.S.; Fontenay-sous-Bois, Frankreich
87AppliChem GmbH; Darmstadt, Deutschland
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Stammlösung ist [4, 17]. Als Volumen V der Stammlösung wurde stets 250ml verwendet.

Das Abwiegen des Natriumhydrogencarbonats erfolgte anschlieÿend mittels Wägepapier88

auf einer Feinwaage89. Nach Hinzufügen des abgewogenen Natriumhydrogencarbonats in

den bereits mit etwa 100ml entgastem Reinstwasser gefüllten Messzylinder wurde dieser

mit weiterem Reinstwasser sorgfältig auf das Volumen von 250ml aufgefüllt. Danach erfolg-

te die zweiminütige Durchmischung der Natriumhydrogencarbonat-Stammlösung bei 150

UPM90 mit Hilfe des im Messzylinder be�ndlichen Rühr�schs und eines Magnetrührers.

Für das Ansetzen der Calciumchlorid(CaCl2)-Stammlösung, deren Präparation analog zur

Herstellung der ersten Stammlösung verlief, wurde Calciumchlorid91 (CaCl2) mit einer

molaren Masse von 110,99 g
mol

, das ebenfalls in gepulverter Form vorlag, verwendet [4].

Hier fanden Stammlösungen mit den Konzentrationen von 2mM, 4mM, 8mM und 10mM

Verwendung. Die Massen an Calciumchlorid und Natriumhydrogencarbonat, die für das

Ansetzen der Stammlösungen benötigt wurden, sind in der Tabelle 1 aufgelistet [4, 10].

Konzentration der Stammlösungen mCaCl2 in g
(für 250ml)

mNaHCO3 in g
(für 250ml)

10mM 0,277 0,210
8mM 0,222 0,168
4mM 0,111 0,084
2mM 0,055 0,042

Tabelle 1: Benötigte Massen mCaCl2 an Calciumchlorid und mNaHCO3 an Natriumhydro-
gencarbonat für die Herstellung der jeweiligen 250ml-Stammlösungen (Tab. aus [4]).

Nach Ansetzen der zur Herstellung der höher übersättigten CaCO3−Lösungen benötig-
ten Stammlösungen wurde jeweils das gleiche Teilvolumen beider Stammlösungen für

die Erzeugung der 0,9mM bzw. 1mM CaCO3−Lösung mit dem zuvor bereits entgasten

Reinstwasser in einemMesszylinder92 entsprechend verdünnt und die verdünnten Lösungen

in einem weiteren Messzylinder (für Calciumcarbonat) zwei Minuten bei 150UPM mit-

tels Rühr�sch und Magnetrührer gemischt sowie die fertig präparierte 0,9mM bzw. 1mM

CaCO3−Lösung in eine der 500ml-Laborglas�aschen gefüllt [4, 10]. Die Präparation der

CaCO3−Lösung erfolgte im Chemielabor bei einer nahezu konstanten Umgebungstem-

peratur von etwa 24 °C. Um eine Anpassung der Temperatur der hergestellten 0,9mM

88Macherey-Nagel GmbH & Co. KG; Düren, Deutschland
89BP210D; Sartorius AG; Göttingen, Deutschland
90Umdrehungen pro Minute
91AppliChem GmbH; Darmstadt, Deutschland
92Dabei wurde stets einer der Messzylinder für die Calciumchlorid-Stammlösung und der zweite Mess-
zylinder für die Natriumhydrogencarbonat-Stammlösung verwendet [4].
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Die Kristallisation von Calciumcarbonat, die an Nukleationskeimen in übersättigten

CaCO3−Lösungen erfolgt, wird durch folgende Gleichung beschrieben93 [4, 87]:

Ca2+(aq) + HCO−3 (aq) 
 CaCO3 (s) + H+
(aq) . (4)

Dabei werden Wassersto�onen (H+-Ionen) frei, sodass der pH-Wert der übersättigten

CaCO3−Lösungen abnimmt [87]. Die Abnahme des pH-Wertes führt wiederum zur Au�ö-

sung des Calciumcarbonats an den Probenober�ächen, also an den Aragonitplättchen der

Perlmuttspalt�ächen und an den Aragonitplättchen der �stacks of coins� bei den Wachs-

tumsfronten, sowie zum Abbau bereits neu gebildeter Kristalle. Nach einiger Zeit stellt sich

somit ein Gleichgewicht zwischen Bildung und Abbau des Calciumcarbonats ein [4, 10].

Um dieser Abnahme des pH-Wertes und so der Au�ösung des Calciumcarbonats entge-

genzuwirken, erfolgte während der AFM-Wachstumsexperimente möglichst kontinuierlich

ein Austausch der höher übersättigten CaCO3−Lösungen [4].

4.2 Probenpräparation

In diesem Abschnitt erfolgt die detaillierte Beschreibung der Herstellung der ��at pearls�,

aus denen später die Probestücke der Wachstumsfronten gewonnen wurden, und der Er-

zeugung der frisch gespaltenen Perlmuttober�ächen bzw. Perlmuttspalt�ächen sowie der

Präparation der Wachstumsfrontprobestücke und der Perlmuttspalt�ächen für die AFM-

Untersuchungen.

4.2.1 Herstellung der ��at pearls�

Zur Gewinnung der ��at pearls� wurden, wie von mir in [4] beschrieben, runde Deckgläser

mit drei verschiedenen Durchmessern von 2mm, 10mm und 12mm in den extrapallialen

Raum zwischen der Innenseite der natürlichen Schale und dem Mantelepithel des Schne-

ckenkörpers lebender Meeresschnecken der Art Haliotis tuberculata für verschiedene Inku-

bationszeiträume eingefügt [9]. Die Abbildung 19 zeigt zur Veranschaulichung (1) die

schematische Darstellung einer Meeresschnecke, bei der zwischen Mantelepithel und Scha-

leninnenseite ein Deckglas, auf dem bereits das Wachstum neuer Schalenschichten erfolgte,

inkubiert wurde und (2) zum Vergleich eine lebende Meeresschnecke, bei der erst kurze

Zeit vor der Bildaufnahme drei neue Deckgläser (rote Pfeile und blauer Pfeil) eingefügt

wurden [3, 4].

93Bei der Kristallisation des Calciumcarbonats bleiben die Natriumionen (Na+-Ionen) und die Chlorid-
ionen (Cl−-Ionen) gelöst und werden daher im Folgenden nicht weiter betrachtet [4].
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Abbildung 19: Gewinnung der ��at pearls�. (A) Schematische Darstellung eines bereits über
längeren Zeitraum im extrapallialen Raum inkubierten Deckgläschens, auf dem schon neu-
es Schalenmaterial in natürlicher Reihenfolge entstanden ist (Abb. von [172]). (B) Mehrere
zwischen der Innenseite der Schale und dem Mantelepithel einer lebenden Meeresschne-
cke (ArtHaliotis tuberculata) eingefügte 12mm groÿe Deckgläser (Abb. aus [4]). Die zwei
gut erkennbaren Deckgläschen sind mit roten Pfeilen und das nur schwer sichtbare dritte
Deckglas mit blauem Pfeil gekennzeichnet.

Die Aufzucht der Meeresschnecken erfolgte in einer Abalonenfarm94 in Frankreich und

die von dort erhaltenen etwa 4 cm bis zu 10 cm groÿen Tiere wurden bei uns in einem

Aquarium mit natürlichem Meerwasser gehalten, das eine Wassertemperatur von etwa

16 °C aufwies [3, 4]. Der Austausch des im Aquarium vorhandenen natürlichen Meerwas-

sers95, das unserem Institut96 vom Alfred-Wegener-Institut97 zur Verfügung gestellt wurde,

erfolgte in Abständen von etwa vier Wochen [4]. Das Einfügen der Deckgläschen in den

�üssigkeitsgefüllten und normalerweise nach auÿen durch ein Sekretband verschlossenen

94Scea France Haliotis; Plouguerneau, Frankreich
95Das natürliche Meerwasser wurde aus der Nordsee nahe Helgoland gesammelt [3, 4]
96Institut für Biophysik, AG Fritz �Pure and Applied Biomineralisation�; Fachbereich 1 der Universität
Bremen; Bremen, Deutschland

97Helmholtz-Zentrum für Polar- und Meeresforschung (AWI); Bremerhaven, Deutschland
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Extrapallialraum löst eine Abwehrreaktion der Meeresschnecke aus, wodurch neues Scha-

lenmaterial auf diesen Deckgläsern abgelagert wird [9, 84]. Es wird angenommen, dass

die Anordnung der neu gewachsenen Schalenschichten auf den als Substraten verwendeten

Deckgläsern dem Aufbau der natürlichen Schneckenschale entspricht [4, 9]. Die Sekre-

tion der für die Schalenbildung notwendigen organischen Makromoleküle, insbesondere

unterschiedlicher Proteine, und anorganischen Ionen in die im Extrapallialraum enthalte-

ne extrapalliale Flüssigkeit erfolgt durch bestimmte Epithelzellen des Mantels [9, 84]. Die

Zusammensetzung der in dieser extrapallialen Flüssigkeit vorkommenden anorganischen

Ionen, wie z. B. Na+-, K+-, Mg2+- und Ca2+-Ionen, entspricht in etwa der Zusammenset-

zung des Meerwassers [4, 106].

Zunächst wurden die Deckgläser98 mit Ethanol99 gründlich gesäubert und mit fusselfrei-

en Tüchern100 getrocknet sowie anschlieÿend mit Meerwasser abgespült, das zuvor mittels

Einmalspritze101 und Spritzenvorsatz�lter102, der eine Porengröÿe von 0,22µm aufwies,

steril �ltriert wurde [4]. Danach erfolgte das Einfügen der Deckgläser in den extrapallialen

Raum. Dazu wurde das Mantelepithel mit dem Daumen behutsam heruntergedrückt und

die Deckgläschen vorsichtig mit Hilfe einer Pinzette zwischen Mantelepithel und Schalen-

innenseite geschoben, ohne (1) die Deckgläser zu zerbrechen und (2) das Mantelepithel,

den Schneckenkörper oder den Schalenmuskel, über den der Schneckenkörper mit der Scha-

le verbunden ist, zu verletzten [4, 9]. Oftmals verblieben nicht alle eingefügten Deckgläser

für den gesamten geplanten Inkubationszeitraum zwischen Schaleninnenseite und Mantel-

epithel [4]. Um die Ausbeute an ��at pearls� zu erhöhen, wurden daher immer mehrere �

am besten zwei bis drei � Deckgläser gleichzeitig im Extrapallialraum einer Meeresschnecke

inkubiert [3, 4]. Die Inkubation der Deckgläser erfolgte nun für verschiedene Zeitspannen

von wenigen Tagen bis zu mehreren Wochen [4, 9]. Um ein zu starkes Einwachsen der

Deckgläser in der Perlmuttschicht auf der inneren Schalenseite zu vermeiden, wurden bei

Inkubationszeiträumen von mehr als sieben Tagen die Deckgläser in einem Zeitabstand

von jeweils einer Woche mittels Pinzette gelockert. Um das oftmals trotzdem leicht in der

Schneckenschale eingewachsene Deckglas später wieder vollständig zu entnehmen, erfolgte

zunächst das Entfernen von Schalenmaterial mittels Diamantstift um das Deckgläschen

herum und anschlieÿend wurde das Deckglas mit einer Pinzette vorsichtig nach oben ge-

98Menzel-Gläser, rund, Durchmesser von 2mm, 10mm und 12mm; Thermo Fisher Scienti�c, Gerhard
Menzel B.V. & Co. KG; Braunschweig, Deutschland

99Ethanol absolut; VWR Chemicals, VWR International S.A.S.; Fontenay-sous-Bois, Frankreich
100VWRr Light-Duty Tissue Wipers; VWR International, LLC; Radnor, PA, USA
101Injektr-Solo, zweiteilig, Luer-Ansatz, 20ml Volumen; B. Braun Melsungen AG; Melsungen,

Deutschland
102Millexr-GV Filtereinheit, PVDF Membran; Merck Millipore Ltd.; Tullagreen, Carrigtwohill,

Co. Cork, Irland
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drückt [4]. Jeweils in einer aus Kunststo�103 bestehenden Petrischale104 mit etwa 8ml des

steril �ltrierten Meerwassers wurden die ��at pearls� im Kühlraum bei 6 °C gelagert. Die

zusätzliche Abdichtung der mit Deckel verschlossenen Petrischalen erfolgte jeweils mit

einer Lage Para�lm105 [3, 4].

Abbildung 20: Nach sechswöchiger In-
kubation entstandene ��at pearl� mit
weiÿlich erscheinender Wachstumsfront
(rechts) und bereits fertig gewachsener
Perlmuttschicht (links) (Abb. aus [4]).

Die Abbildung 20 zeigt eine nach sechswöchiger Inkubation entstandene und hier

mit einer dünnen Schicht Meerwasser bedeckte ��at pearl� mit Wachstumsfront (rechts)

und bereits fertig gewachsener Perlmuttschicht (links) [4]. Das aus vielen übereinander-

liegenden und durch die interlamellare organische Matrix getrennten Aragonitschichten

bestehende Perlmutt schimmert aufgrund der Interferenz an dünnen Schichten beim Be-

trachten in weiÿem Licht unter verschiedenenWinkeln in den Regenbogenfarben [4, 115]. In

der fotogra�schen Aufnahme ist die Perlmuttschicht bei Betrachtung unter einem festen

Winkel als gut re�ektierende Ober�äche erkennbar [4]. Die im natürlichen Licht weiÿ-

lich erscheinenden Wachstumsfronten, auf denen später auch das Wachstum von Cal-

ciumcarbonatkristallen direkt mit dem AFM beobachtet wurde, bestehen aus sogenannten

�stacks of coins�, also wenigen übereinanderliegenden, jeweils etwa 500 nm hohen und durch

die organische Matrix voneinander getrennten Aragonitplättchen mit nach oben abneh-

menden lateralen Ausdehnungen [3, 4]. Die untersten Aragonitplättchen der �stacks of

coins� sind oftmals fast vollständig von einer Schicht der organischen Matrix überzogen

[4]. Die Abbildung 21 zeigt beispielhaft REM-Aufnahmen mehrerer �stacks of coins� ei-

ner Wachstumsfront, die aus einer nach 14-tägiger Inkubation entstandenen ��at pearl�

stammt. Die einzelnen Aragonitplättchen weisen laterale Ausdehnungen im Bereich von

wenigen Mikrometern auf, wobei die Durchmesser der obersten Plättchen noch etwas klei-

103Polystyrol
10410mm Höhe, 35mm Durchmesser; Sarstedt AG & Co. KG; Nümbrecht, Deutschland
105VWR International, LLC; Radnor, PA, USA
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ner sind [4, 9]. Die Abstände zwischen den verschiedenen �stacks of coins� sind recht unter-

schiedlich, liegen aber abgeschätzt im Bereich weniger hundert Nanometer bis zu mehreren

Mikrometern [4]. Wie in Abschnitt 2.5 bereits erklärt, erscheint die Wachstumsfront mit

den �stacks of coins� bei Beleuchtung im natürlichen Licht aufgrund der Mie-Streuung

weiÿlich [4, 5].

Abbildung 21: Die für Wachstumsfronten typischen, aus wenigen übereinander angeord-
neten Aragonitplättchen mit nach unten zunehmenden lateralen Ausdehnungen und orga-
nischer Matrix bestehenden, �stacks of coins� [4, 9]. Die Wachstumsfront wurde hier aus
einer nach 14-tägiger Inkubation entstandenen ��at pearl� gewonnen.

4.2.2 Präparation der Wachstumsfronten aus ��at pearls�

Die ��at pearls�, deren Aufbewahrung nach Entnahme aus dem Extrapallialraum jeweils

in einer mit steril �ltriertem Meerwasser befüllten Petrischale erfolgte, mussten für die

AFM-Untersuchungen in kleinere Probestücke zerlegt werden [4]. Dafür erfolgte jedoch

die Entnahme der ��at pearls� aus den Petrischalen. Da die ��at pearls� und insbesondere

deren Ober�ächen während der Präparationsprozedur nicht austrocknen durften, mussten

die Probestücke stets mit Flüssigkeit feucht gehalten werden [4, 10]. Für die Benetzung der

Probenober�ächen durfte kein Reinstwasser verwendet werden und so fand dafür immer

eine 0,9mM oder 1mM CaCO3−Lösung Verwendung. Daher erfolgte als Erstes das Anset-
zen der 0,9mM oder 1mM CaCO3−Lösung [4]. Anschlieÿend fand die Zerkleinerung der

ausgewählten ��at pearl� in mehrere Probestücke statt (siehe Abbildung 22). Nach Rei-

nigung der Bearbeitungsinstrumente � Pinzetten und Körner � und eines Objektträgers106

mit Ethanol107 und der anschlieÿenden Trockung des Objektträgers mit einem fusselfreien

Tuch108 erfolgte dazu zunächst die Platzierung der ��at pearl� mittels Pinzette auf dem Ob-
106Menzel-Gläser; Thermo Fisher Scienti�c, Gerhard Menzel B.V. & Co. KG; Braunschweig, Deutschland
107Ethanol absolut; VWR Chemicals, VWR International S.A.S.; Fontenay-sous-Bois, Frankreich
108VWRr Light-Duty Tissue Wipers; VWR International, LLC; Radnor, PA, USA
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jektträger und anschlieÿend die sofortige Benetzung der Probenober�äche mit der 0,9mM

oder 1mM CaCO3−Lösung [4, 10]. Mehrere kleinere Probestücke wurden nun durch Aus-

üben von Druck mit Hilfe eines Körners gezielt aus der ��at pearl� erzeugt. Das Zerlegen

wurde wiederholt, bis eine geeignete Probengröÿe von maximal 5mm · 5mm erreicht war

[4]. Bei der Präparation dieser kleineren Wachstumsfrontbruchstücke durfte jedoch keine

Beschädigung des später mit dem AFM zu charakterisierenden Probenbereichs erfolgen

[4, 10]. Das für die AFM-Untersuchung ausgewählte und nach der Zerkleinerungsprozedur

zusätzlich mit der zuvor verwendeten CaCO3−Lösung (0,9mM oder 1mM) erneut be-

feuchtete Probestück wurde zunächst in einer Petrischale109 gelagert. Die Aufbewahrung

der restlichen Probestücke, an denen später auch AFM-Untersuchungen durchgeführt wur-

den, erfolgte in einer weiteren Petrischale im Kühlraum bei 6 °C. Dafür wurden etwa 8ml

des zuvor steril �ltrierten Meerwassers in die Petrischale gefüllt, die Petrischale mit dem

Deckel verschlossen und zusätzlich mit Para�lm abgedichtet [4].

Abbildung 22: Gewinnung mehrerer Probestücke aus einer ��at pearl�. (A) Eine ��at pearl�
mit weiÿlich erscheinender Wachstumsfront, die auf einem Objektträger platziert und zu-
sätzlich mit einer 0,9mM CaCO3−Lösung befeuchtet wurde, und (B) mehrere aus der in
(A) gezeigten ��at pearl� erzeugte Bruchstücke (Abb. aus [4]).

4.2.3 Erzeugung der frisch gespaltenen Perlmuttober�ächen

Die Abbildung 23 zeigt zur Visualisierung des Präparationsverfahrens mehrere fotogra-

�sche Aufnahmen der Schneckenschalen bzw. Probestücke, die während der Gewinnung

der frisch gespaltenen Perlmuttober�ächen aufgenommen wurden. Vor Beginn der Pro-

benpräparation erfolgte hier ebenfalls die Herstellung einer 0,9mM oder 1mM CaCO3−
Lösung. Nach der Reinigung zweier Pinzetten und eines Hammers mit Ethanol110, wurden

10910mm Höhe, 35mm Durchmesser; Sarstedt AG & Co. KG; Nümbrecht, Deutschland
110Ethanol absolut; VWR Chemicals, VWR International S.A.S.; Fontenay-sous-Bois, Frankreich
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die Perlmuttspalt�ächen aus der Schale einer Meeresschnecke der ArtHaliotis tuberculata

durch gezielte Hammerschläge erzeugt [4]. Dazu erfolgte zunächst das kurzzeitige Auftau-

en einer bei -20 °C eingefrorenen Schneckenschale und das mechanische Entfernen des noch

über den Schalenmuskel mit der Schale verbundenen Schneckenkörpers sowie anschlieÿend

das gründliche Spülen der Schneckenschale mit entionisiertem Wasser, bis alle noch ver-

bliebenen organischen Reste vollständig entfernt waren, und das Einwickeln der Schale

in mehrere Lagen von Tüchern111, sodass insbesondere die später frisch erzeugten Pro-

bestücke vor Verunreinigungen geschützt waren [4, 10]. Danach wurde die eingewickelte

Schneckenschale mit einem Hammer in drei bis vier gröÿere Bruchstücke zerschlagen und

eines dieser Bruchstücke mittels Hammer weiter zerkleinert, bis die daraus gewonnenen

Probestücke laterale Abmessungen von maximal 4mm · 4mm aufwiesen [4].

Abbildung 23: Erzeugung der frisch gespaltenen Perlmuttober�ächen bzw. Perlmuttspalt-
�ächen. (A) Mit der Schale über den Schalenmuskel verbundener Schneckenkörper (wei-
ÿer Pfeil) einer gestorbenen Meeresschnecke der ArtHaliotis tuberculata, (B) Schale ohne
Schneckenkörper, (C) aus der Schale mittels Hammer erzeugte gröÿere Bruchstücke und
(D) mehrere für AFM-Untersuchungen geeignete frisch gewonnene Probestücke mit maxi-
maler Gröÿe von 4mm · 4mm benetzt mit einer 0,9mM CaCO3−Lösung (Abb. aus [4]).

111Wisch�x; Fripa; Miltenberg, Deutschland
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Die restlichen nicht für die weitere Probenpräparation verwendeten gröÿeren Bruch-

stücke wurden in Aluminiumfolie verpackt wieder bei -20 °C eingefroren [10]. Nach der

meist mehrfach durchgeführten Zerkleinerungsprozedur wurden die für AFM-Untersuchungen

geeigneten und jeweils mit einem Tropfen der 0,9mM bzw. 1mM CaCO3−Lösung befeuch-
teten Proben zunächst in einer Petrischale112 gesammelt [4, 10].

4.2.4 Präparation der Wachstumsfronten und Perlmuttspalt�ächen für AFM-

Untersuchungen

Die Probestücke der Wachstumsfronten und die Perlmuttspalt�ächen wurden gleicherma-

ÿen für die AFM-Untersuchungen vorbereitet. Die Abbildung 25 zeigt zur Übersicht

schematisch die einzelnen Schritte der Präparationsprozedur der Probestücke für die AFM-

Untersuchungen. Sowohl die Strukturuntersuchungen als auch die Wachstumsexperimente

erfolgten immer in 3ml einer CaCO3−Lösung, wobei diese jedoch de�nierte unterschied-

liche Konzentrationen aufwiesen. Am Anfang eines jeden AFM-Experiments wurde die

Probenober�äche in 3ml einer 0,9mM oder 1mM CaCO3−Lösung113 abgebildet [4]. Wäh-

rend der AFM-Untersuchungen durften sich die Probestücke nicht bewegen, sodass diese

vorher ausreichend �xiert werden mussten [4, 10]. Daher erfolgte das Festkleben aller

Probestücke jeweils in einer Petrischale mit Durchmesser von 35mm. Die verwendete Pe-

trischalenart wies eine Höhe von 10mm auf und konnte ein Volumen von maximal 10ml

fassen. So waren die Proben bei Verwendung eines Lösungsvolumens von 3ml stets voll-

ständig mit der CaCO3−Lösung bedeckt.
Nach der Gewinnung der ��at pearl�-Bruchstücke bzw. der Erzeugung der Perlmutt-

spalt�ächen und der anschlieÿenden Benetzung der jeweiligen Probenober�ächen mit einer

0,9mM oder 1mM CaCO3−Lösung erfolgte die Fixierung der Probestücke jeweils in der

Mitte einer aus Polystyrol bestehenden Petrischale114 mittels Zweikomponentenkleber115,

dessen Abbindezeit bei Raumtemperatur fünf Minuten betrug [4]. Dafür wurden zunächst

die zwei Komponenten � Harz und Härter � im Verhältnis von 1:1 für eine Minute mit ei-

nem Holzzahnstocher116 gründlich gemischt [4, 10]. Nachdem ein kleiner Klebertropfen in

der Mitte der sterilen Petrischale mit einem weiteren Holzzahnstocher aufgebracht und die

Unterseite des Probestücks mit einem Blatt Filterpapier117 getrocknet wurde, erfolgte das

Aufkleben des Probestücks. Dazu wurde die Probe mittels Pinzette von oben auf den Kle-
11210mm Höhe, 35mm Durchmesser; Sarstedt AG & Co. KG; Nümbrecht, Deutschland
113Die 0,9mM CaCO3−Lösung bzw. die 1mM CaCO3−Lösung entspricht einer gesättigten Lösung

bzw. einer gering übersättigten Lösung [4].
11410mm Höhe, max. 10ml Volumen; Sarstedt AG & Co. KG; Nümbrecht, Deutschland
115Epoxykleber, max. 4min Topfzeit; Bindulin; H.L. Schönleber GmbH; Fürth, Deutschland
116Vivess; REWE-Zentral AG; Köln, Deutschland
117Rund�lter, 110mm Durchmesser; Schleicher & Schuell BioScience GmbH; Dassel, Deutschland
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bertropfen gelegt und vorsichtig festgedrückt [3, 4]. Wie in [4] von mir beschrieben, sollte

sich (1) der Kleber idealerweise nur unterhalb des Probestücks be�nden und (2) durfte

der Klebertropfen nur so klein dosiert werden, dass dieser beim behutsamen Festdrücken

des Probestücks nicht über den Probenrand quoll. Weiterhin durfte (3) keine Beschädi-

gung des Probenbereichs, dessen Ober�ächenstruktur später charakterisiert und/oder auf

dem das Kristallwachstum initiiert und direkt mit dem AFM beobachtet werden sollte,

erfolgen [4, 10]. Direkt nach dem Aufbringen und Andrücken des Probestücks auf dem Kle-

bertropfen wurde die Probenober�äche sofort mit der 0,9mM bzw. 1mM CaCO3−Lösung
erneut befeuchtet [4, 10]. Nach dem fünf Minuten dauernden Abbinden des Zweikomponen-

tenklebers erfolgte das Hinzufügen von 3ml der für die Benetzung der Probenober�äche

verwendeten CaCO3−Lösung in die Petrischale. Anschlieÿend konnte die Petrischale mit

dem so präparierten Probestück ins AFM eingebaut werden und die AFM-Untersuchung

der Probe erfolgen.

Abbildung 24: Beispielhafte REM-Aufnahmen eines ��at pearl�-Probestücks aufgeklebt in
der Mitte einer 35mm groÿen Petrischale. Der zu Proben�xierung verwendete Zweikompo-
nentenkleber ist deutlich über den Probenrand gequollen (rote Pfeile in (A)) und be�ndet
sich teilweise auf der zu untersuchenden Probenober�äche (grüne Pfeile in (B)).

Die Abbildung 24 zeigt REM-Aufnahmen der Probenober�äche eines ��at pearl�-

Bruchstücks, bei dem keine Untersuchungen mittels AFM erfolgten. Da dort der zur Fi-

xierung verwendete Klebertropfen im Verhältnis zu den lateralen Abmessungen der Probe

deutlich zu groÿ gewählt und das Probestück auf dem Klebertropfen mit der Pinzette zu

fest angedrückt wurde, ist der Kleber über den Probenrand gequollen (rote Pfeile im Bild

(A)) und teilweise auch auf der Probenober�äche vorhanden (grüne Pfeile im Bild (B)). Da-

durch kann es zu einer Passivierung der Probenober�äche kommen, sodass Kristallwachs-

tum, dessen Initiierung durch die Verwendung von höher übersättigten CaCO3−Lösungen
erfolgen sollte, nicht mehr statt�nden kann [4]. Während des Abbindens des Zweikompo-
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4.3 Proteinpräparation und Bestimmung der Proteinkonzentra-

tion

Die lösliche organische Matrix, die verschiedene Proteinmoleküle enthält (siehe Abschnitt

2.3.3), wurde zusätzlich bei einigen AFM-Wachstumsexperimenten zur Förderung oder

Hemmung des Kristallwachstums eingesetzt. Diese Proteine haben dabei unterschiedlichen

Ein�uss auf die Entstehung der Aragonit- bzw. Calciumcarbonatkristalle (siehe Abschnitt

2.3.4) [5]. Zudem konnte in [87, 89] gezeigt werden, dass die Verwendung von bestimmten

Proteinkonzentrationen der löslichen Matrix das Kristallwachstum beschleunigen, aber

auch inhibieren kann. Die detaillierte Beschreibung der Gewinnung der löslichen Matrix

aus dem Perlmutt der Schneckenschalen und der Ermittlung der Proteinkonzentration der

löslichen Matrix mittels Bradford-Assay erfolgte von mir in [2] und [4]. Die lösliche Matrix

wurde dort aus der Perlmuttschicht der Schalen von Meeresschnecken der ArtHaliotis

laevigata gewonnen [2, 4]. Im Folgenden sind die Präparationsprozedur der löslichen Matrix

und die Konzentrationsbestimmung mittels Bradford-Assay kurz beschrieben.

Präparation der löslichen organischen Matrix

Zunächst wurde die auf der äuÿeren Schalenseite vorhandene Calcitschicht mit einem

Schlammstrahler118 entfernt und anschlieÿend die verbliebene reine, bunt schimmernde

Perlmuttschicht mehrfach mit entionisiertem Wasser gespült119, mit einer 6%igen Na-

triumhypochloritlösung gereinigt120 und mehrmals mit Reinstwasser sorgfältig abgespült121

[4, 173]. Nach Trocknung der Schneckenschale im Kühlraum bei einer Temperatur von

6 °C über einen Zeitraum von 24 Stunden erfolgte das Zerschlagen der Perlmuttschicht

mit einem Hammer in gröÿere Bruchstücke und anschlieÿend die weitere Zerkleinerung

dieser Bruchstücke mit einem Backenbrecher122 [2, 173]. Die zerkleinerten Perlmuttstücke

mit einem maximalen Durchmesser von etwa 5mm wurden danach mittels Dialyse ent-

mineralisiert, wobei niedrig konzentrierte Essigsäurelösungen (6%ige und 12%ige Essig-

säurelösungen123) Verwendung fanden [173]. Die nach vollständigem Herauslösen des mi-

neralischen Anteils, also der in die organische Matrix eingebetteten Aragonitplättchen,

erhaltene Lösung mit den Proteinen der löslichen Matrix wurde zusätzlich gegen einen

118Typ WA 70 mit Aluminiumoxid(Al2O3)-Partikeln (Durchmesser von 0,12mm bis 0,25mm) als Strahl-
mittel; Sigg Strahltechnik GmbH; Lauchringen, Deutschland [2, 4]

119Dadurch wurden alle gröberen Verschmutzungen entfernt [4, 173].
120NaClO-Lösung; Carl Roth GmbH+Co. KG; Karlsruhe, Deutschland. Durch die Behandlung der Perl-

muttschicht mit der NaClO-Lösung erfolgte das Entfernen von organischen Verunreinigungen [2, 4].
121Damit sollten alle Rückstände der NaClO-Lösung von der Perlmuttschicht entfernt werden [2, 4].
122Pulverisette 1; Fritsch GmbH; Idar-Oberstein, Deutschland
123Bei den ersten zwei Dialyseschritten wurden jeweils 6%ige Essigsäurelösungen und beim dritten Dia-

lyseschritt eine 12%ige Essigsäurelösung genutzt [4, 173].
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20mM Natriumcitratpu�er124 dialysiert [2]. Beide Dialyseverfahren erfolgten jeweils über

eine Zeitspanne von sieben Tagen im Kühlraum bei 6 °C, wobei die Lösungen alle zwei

bis drei Tage gewechselt wurden [2, 4]. Nach beiden Dialysen wurde jeweils die im Dia-

lyseschlauch vorhandene Lösung, welche die Proteine der löslichen Matrix enthielt, steril

�ltriert. Dabei kamen nach der Dialyse gegen die Essigsäurelösung ein Filter mit der Po-

rengröÿe von 0,45µm und nach der Dialyse gegen den Natriumcitratpu�er ein Filter125

mit der kleineren Porengröÿe von 0,22 µm zum Einsatz [4, 84].

Um die so präparierte lösliche Matrix später bei den AFM-Wachstumsexperimenten

einsetzen zu können, wurde diese zusätzlich gegen eine 0,5mM Natriumhydrogencarbo-

nat(NaHCO3)-Lösung über einen Zeitraum von etwa drei Tagen im Kühlraum bei einer

Temperatur von 6 °C dialysiert [4]. Dabei erfolgte der Austausch der NaHCO3−Lösung
zweimal im Abstand von jeweils drei Stunden [4].

Konzentrationsbestimmung mit dem Bradford-Assay

Da bei den AFM-Wachstumsexperimenten auch CaCO3−Lösungen, denen jeweils eine

de�nierte Proteinkonzentration der löslichen Matrix hinzugefügt wurde, zur Initiierung

oder Hemmung des Kristallwachstums Verwendung fanden sollten, musste die Protein-

konzentration der jeweils genutzten löslichen Matrix genau bekannt sein [4]. Die Ermittlung

der Gesamtproteinkonzentration der wie oben beschrieben präparierten löslichen organi-

schen Matrix erfolgte photometrisch mit dem von M. M. Bradford entwickelten Bradford-

Assay über die Messung der spektralen Eigenschaften des dabei verwendeten Farbsto�s

Coomassie-Brillantblau G-250 [4, 174]. Dieser Farbsto� bildet mit den in der Probe-

lösung vorhandenen Proteinen unter sauren Umgebungsbedingungen Protein-Farbsto�-

Komplexe, wodurch sich das ursprünglich bei einer Wellenlänge von 465 nm liegende-

ne Absorptionsmaximum des reinen, ungebundenen Farbsto�s zu einer Wellenlänge von

595 nm verschiebt [4, 175]. Die Bindung des Farbsto�s erfolgt dabei unspezi�sch an ka-

tionische und unpolare, hydrophobe Seitenketten der Polypeptidketten [4, 176]. Durch die

Komplexbildung mit Proteinen ändert sich die rötlich braune126 Färbung des ungebunde-

nen Farbsto�s (Bradford-Reagenz127) zu Blau128 [177]. Die Stärke der Blaufärbung und

somit auch die Absorptionsstärke bei der Wellenlänge von 595 nm nimmt mit steigender

Proteinkonzentration, also steigender Anzahl an Protein-Farbsto�-Komplexen, zu [4, 175].

124Natriumcitratpu�er: pH-Wert 4,8, mit 0,02% Natriumazid [4, 173]. Natriumazid (NaN3); Sigma-
Aldrich Chemie GmbH; Steinheim, Deutschland

1250,45µm (Duraporer-Membran�lter, Typ HVLP), 0,22µm (Duraporer-Membran�lter, Typ GVWP),
PVDF Membran; Merck Millipore Ltd.; Tullagreen, Carrigtwohill Co. Cork, Irland

126Der Farbsto� liegt in seiner kationischen Form vor [174].
127Protein Assay Dye Reagent Concentrate; Bio-Rad Laboratories GmbH; München, Deutschland
128Der Farbsto� liegt in seiner anionischen Form vor [174].
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Es muss allerdings beachtet werden, dass (1) die minimale Inkubationszeit zur Bildung der

Protein-Farbsto�-Komplexe zwei Minuten beträgt und (2) die Protein-Farbsto�-Komplexe

nur für eine kurze Zeit von etwa einer Stunde stabil bleiben [4, 14].

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration der löslichen Matrix wurde als Erstes eine

Kalibrierung mit Lysozymlösungen, die de�nierte bekannte Konzentrationen im Bereich

von 0 µg
ml

bis 15 µg
ml

aufwiesen, durchgeführt [2, 4]. Dazu erfolgte zunächst das Ansetzen einer

Stammlösung mit der Lysozymkonzentration von 15 µg
ml

und die Verdünnung dieser Stamm-

lösung entsprechend den gewünschten Konzentrationen sowie anschlieÿend das vorsichtige

Mischen von jeweils 200µl der Bradford-Reagenz und 800 µl der jeweiligen Lysozymlösung

in einer 1,5ml Küvette129 und das zusätzliche Verschlieÿen der Küvetten mit Para�lm130

[4, 84]. Da die nach Herauslösen des mineralischen Anteils mittels Dialyse erhaltene lösliche

Matrix für die Verwendung während der AFM-Wachstumsexperimente zusätzlich gegen ei-

ne 0,5mM Natriumhydrogencarbonat(NaHCO3)-Lösung dialysiert wurde, erfolgte das An-

setzen der Stammlösung und ebenfalls die Verdünnung mit einer 0,5mM NaHCO3-Lösung

[4]. Die Messung der Absorptionsstärke des Farbsto�s Coomassie-Brillantblau G-250 bei

der Wellenlänge von 595 nm erfolgte mittels Spektralphotometer131 jeweils 10 Minuten

nachdem die Bradford-Reagenz und die jeweilige Lysozymlösung gemischt wurden, wo-

bei als Referenzlösung die 0,5mM NaHCO3−Lösung Verwendung fand [4, 14]. Aus den

für die verschiedenen Lysozymkonzentrationen gemessenen Absorptionswerten wurde eine

Kalibrierungskurve ermittelt, mit der anschlieÿend die Berechnung der Proteinkonzentra-

tion aus den für die Proben der löslichen Matrix erhaltenen Absorptionswerten erfolgen

konnte [4, 174]. Die gemessenen Absorptionswerte für die verschiedenen Lysozymkonzen-

trationen und für die Proben der löslichen Matrix sowie die Kalibrierungskurve und die

daraus ermittelten Proteinkonzentrationen der löslichen Matrix �nden sich in [4].

4.4 AFM-Versuchsaufbau und Vorbereitungen für AFM-Unter-

suchungen

Die Untersuchung und Charakterisierung der Ober�ächenstruktur der Wachstumsfron-

ten, die aus ��at pearls� gewonnen wurden, und der frisch gespaltenen Perlmuttober-

�ächen, die hier auch als Spalt�ächen bezeichnet werden, sowie die direkte Beobachtung

der Nukleation und des Wachstums von Calciumcarbonat (CaCO3) auf diesen Ober�ä-

chenarten erfolgte mit dem Rasterkraftmikroskop BioScope ResolveTM der Firma Bruker132

129Abmessungen: 12,5mm · 12,5mm · 45mm; Brand GmbH + Co. KG; Wertheim, Deutschland
130VWR International, LLC; Radnor, PA, USA
131CE 1021; Cecil Instruments Limited; Cambridge, Groÿbritannien
132Billerica, MA, USA
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im PeakForce-Tapping-Modus. Sowohl für die Strukturuntersuchungen beider Probenarten

(��at pearls� und Perlmuttspalt�ächen) als auch für die Wachstumsexperimente wurden

zwei unterschiedliche AFM-Sonden verwendet: (1) PeakForce-HiRs-F-A AFM-Sonden und

(2) ScanAsyst-Air AFM-Sonden. Die PeakForce-HiRs-F-A AFM-Sonden bestehen jeweils

aus einem 36 µm langen133 Siliziumnitrid(Si3N4)-Cantilever, der eine nominale Federkon-

stante von 0, 35 N
m

und eine nominale Resonanzfrequenz in Luft von 165 kHz aufweist,

und aus einer Spitze mit einem nominalen Radius von 1 nm [122]. Eine ScanAsyst-Air

AFM-Sonde besteht ebenfalls aus einem Siliziumnitrid-Cantilever, der jedoch eine nomi-

nale Federkonstante von 0, 4 N
m
und eine nominale Resonanzfrequenz in Luft von 70 kHz

aufweist [123]. Die Spitze, die an dem 115 µm langen134 Cantilever angebracht ist, be-

sitzt einen nominalen Radius von 2 nm, kann jedoch entsprechend der Spezi�kationen

einen maximalen Radius bis 12 nm aufweisen [123]. Der Cantilever mit der Spitze ist je-

weils an einem gröÿeren Trägerchip befestigt [2, 4]. Die weiteren Spezi�kationen beider

AFM-Sondenarten sind im Anhang in Abschnitt 10.1 aufgelistet. Bei den AFM-Unter-

suchungen wurden die Bilder mit verschiedenen Au�ösungen im Bereich von 64 x 64Pixel

bis 512 x 512Pixel und unterschiedlichen Abtastraten von 0,3Hz bis zu 1,1Hz aufgenom-

men. Zusätzlich erfolgte bei einigen AFM-Experimenten die Aufnahme von Kraftkarten135

des abgebildeten Probenbereichs, um Informationen über die Probenober�äche, wie z. B.

Bedeckung mit organischer Matrix, und das Kristallwachstum zu erhalten. Für die Bildbe-

arbeitung und -auswertung wurden die Programme NanoScope Analysis136 und IGOR137

verwendet.

4.4.1 Reinigungsprozeduren

Im Folgenden �ndet sich die detaillierte Beschreibung der Reinigungsprozeduren sowohl

für die AFM-Sonden (Cantilever mit Spitze), die jeweils an einem Trägerchip angebracht

waren, als auch für die Sondenhalter, in denen später die Trägerchips �xiert wurden.

Trägerchip mit Cantilever und Spitze

Alle AFM-Sonden wurden jeweils für mehrere AFM-Untersuchungen (Strukturuntersu-

chungen und Wachstumsexperimente) verwendet. Daher erfolgte die Reinigung bereits

genutzter AFM-Sonden direkt nach dem jeweiligen AFM-Experiment mit Wassersto�per-

133Dabei handelt es sich um die nominale Länge des Cantilevers [122].
134Dabei handelt es sich ebenfalls um die nominale Länge des Cantilevers [123].
135englisch: force maps; Erklärung siehe Abschnitt 3.1
136NanoScope Analysis 1.8; Bruker; Billerica, MA, USA
137WaveMetrics, Inc.; Portland, OR, USA
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oxid138(H2O2) und Reinstwasser139. Bei Reinigung der AFM-Sonden nur mit Reinstwasser

verblieben auf diesen oft organische Rückstände, vermutlich Proteine oder Chitinreste, die

beim nächsten AFM-Experiment mit derselben AFM-Sonde die zu untersuchende Pro-

benober�äche kontaminierten. Für die Reinigungsprozedur wurden 3ml Wassersto�per-

oxid und 3ml Reinstwasser jeweils in eine Petrischale140 gefüllt. Das Säubern der AFM-

Sonde erfolgte nun, indem der Trägerchip mit Cantilever und Spitze mittels Pinzette zuerst

für 30 Sekunden in die 3ml Wassersto�peroxid und anschlieÿend für 120 Sekunden in die

3ml Reinstwasser eingetaucht wurde. Diese Reinigungsprozedur fand noch ein zweites Mal

statt. Das Eintauchen des Trägerchips musste immer sehr vorsichtig erfolgen, damit der

Cantilever und/oder die Spitze nicht abbrachen. Anschlieÿend wurde der Trägerchip an

Luft fünf Minuten getrocknet. Zusätzlich erfolgte die Reinigung des Trägerchips und der

AFM-Sonde für eine Minute in einem Ar+-Plasma mittels Plasmacleaner141 [2, 4]. Bis zur

jeweiligen AFM-Untersuchung wurde die so gesäuberte AFM-Sonde in einer kleinen Box,

in der sich eine haftende Gelbeschichtung befand, aufbewahrt. Neue AFM-Sonden wurden

jeweils nur eine Minute in dem Ar+-Plasma gereinigt [2, 4].

Sondenhalter

Bei den AFM-Untersuchungen fanden zwei verschiedene Sondenhalter Verwendung, deren

Reinigungen jeweils nach der gleichen Prozedur erfolgten. Da der Sondenhalter, in dem

später der Trägerchip befestigt wurde, beim AFM-Experiment stets in Kontakt mit der

CaCO3−Lösung in der Petrischale war, musste dieser jedes Mal ebenfalls sorgfältig ge-

reinigt werden, um Kontaminationen der Probe und der CaCO3−Lösung, in der sich das

Probestück befand, zu vermeiden. Dazu erfolgte die gründliche Reinigung des Sonden-

halters mit dem SpülmittelUltra Joy142, indem dessen Ober�ächen zuerst zwei Minuten

mit den Fingerkuppen mechanisch abgerieben und danach mehrmals mit Reinstwasser

abgespült wurden [4]. Anschlieÿend erfolgte die vollständige Trocknung des Sondenhalters

mittels fusselfreier Tücher143.

4.4.2 Sondenhalter für AFM-Untersuchungen

In der Abbildung 26 sind die zwei für die Strukturuntersuchungen und Wachstumsexpe-

rimente verwendeten Sondenhalter dargestellt. Alle AFM-Untersuchungen erfolgten hier

13835%; Sigma-Aldrich Chemie GmbH; Steinheim, Deutschland
139deionisiertes Wasser mit einem spezi�schen Widerstand von 18,2MΩ · cm [4]
140aus Polystyrol; Sarstedt AG & Co. KG; Nümbrecht, Deutschland
141Ar+-Plasmareiniger (TPS 216); Binder Labortechnik; Hebertshausen, Deutschland
142Procter & Gamble; Cincinnati; OH, USA
143VWRr Light-Duty Tissue Wipers; VWR International, LLC; Radnor, PA, USA
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in 3ml einer CaCO3−Lösung144. Das Bild (A) bzw. (B) zeigt den sogenannten �Resolve

�uid cantilever holder145� bzw. den sogenannten �Resolve micro-volume �uid cantilever

holder146�. Beide Sondenhalter besitzen jeweils eine kleine Vertiefung für die Platzierung

des Trägerchips und eine Metallklammer zur Fixierung des Trägerchips in der Halterung

[4]. Nachdem die sorgfältige Reinigung des Sondenhalters und des Trägerchips gemäÿ der

im vorangegangenen Abschnitt 4.4.1 beschriebenen Prozedur erfolgte, wurde der Träger-

chip mittels Pinzette in die Vertiefung gelegt und anschlieÿend die Metallklammer auch

mit Hilfe der Pinzette vorsichtig heruntergedrückt, ohne dass (1) der Trägerchip zerbrach,

(2) der Trägerchip aus der Vertiefung heraussprang und (3) die AFM-Sonde abbrach [2, 4].

Der Trägerchip musste in der Halterung fest �xiert sein und durfte sich, insbesondere bei

der AFM-Untersuchung, nicht bewegen.

Abbildung 26: Verwendete Sondenhalter für die in CaCO3−Lösung durchgeführten AFM-
Untersuchungen (Strukturcharakterisierungen und Wachstumsexperimente) mit dem Ras-
terkraftmikroskop BioScope ResolveTM der Firma Bruker. (A) �Resolve �uid cantilever
holder (Resolve-FCH) und (B) Resolve micro-volume �uid cantilever holder (Resolve-
UVOL-FCH)�. Mittels Metallklammer wurde der Trägerchip mit der angebrachten
AFM-Sonde jeweils in der kleinen Vertiefung des Sondenhalters �xiert. Der Sondenhalter
in (B) besitzt zusätzlich zwei Kanäle � Einlass und Auslass � mit denen Flüssigkeit
während der AFM-Wachstumsexperimente ausgetauscht werden könnte.

Am zweiten Sondenhalter sind zusätzlich zwei kleine Kanäle angebracht. Mit dem Ein-

und Auslass kann bei Verwendung einer Mikrovolumenkammer147 die CaCO3−Lösung
während der Wachstumsexperimente ausgetauscht werden. Da bei Nutzung dieser Mikro-

volumenkammer jedoch nur ein gesamtes Lösungsvolumen von 60 µl verwendet werden

kann, erfolgte weder die Nutzung der Kanäle noch der Mikrovolumenkammer [178]. Die-

ser zweite spezielle Sondenhalter wurde für die AFM-Untersuchungen nur verwendet, da

144Dabei wurden CaCO3−Lösungen mit verschiedenen Konzentrationen verwendet.
145�Resolve-FCH�; Bruker; Billerica, MA, USA
146�Resolve-UVOL-FCH; Bruker; Billerica, MA, USA
147englisch: micro-volume cell [178]
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dort eine bessere Fixierung der PeakForce-HiRs-F-A AFM-Sonden und der ScanAsyst-Air

AFM-Sonden möglich war.

4.4.3 AFM-Versuchsaufbau für Strukturuntersuchungen in Flüssigkeit und

für Wachstumsexperimente

Im Folgenden wird die Prozedur zur Vorbereitung der AFM-Untersuchungen beschrie-

ben und der AFM-Versuchsaufbau vorgestellt. Die Abbildungen 27 und 28 zeigen (1)

den AFM-Kopf, in dem der Sondenhalter mit �xiertem Trägerchip befestigt wurde, und

(2) die sogenannte �EasyAlignTM station�, die zum Ausrichten des Infrarotlasers und der

Photodiode Verwendung fand, sowie (3) das zur Probenuntersuchung genutzte AFM.

Nachdem der Trägerchip mit AFM-Sonde gemäÿ der oben beschriebenen Reinigungs-

prozedur gesäubert und anschlieÿend in der Vertiefung des Sondenhalters mit Hilfe der

Metallklammer �xiert wurde, erfolgte der Einbau des Sondenhalters in den AFM-Kopf

[2, 4]. Dazu wurde der Sondenhalter vorsichtig per Hand von oben in die auf der Unterseite

des AFM-Kopfs vorhandene Halterung geschoben, bis sich dieser nicht mehr bewegen

konnte (siehe Bilder (A) und (B) in der Abb. 27). Dabei befand sich der AFM-Kopf in

vertikaler Position auf der �EasyAlignTM station�, sodass die Halterung auf der Unterseite

des AFM-Kopfs gut erreichbar war.

Abbildung 27: Rasterkraftmikroskop BioScope ResolveTM der Firma Bruker. Unterseite
des AFM-Kopfs (A) mit Halterung für den Sondenhalter und (B) mit befestigtem Son-
denhalter.

Nach dem Einbau des Sondenhalters wurde der AFM-Kopf in horizontaler Position

auf der �EasyAlignTM station� platziert (siehe Bild (A) in der Abb. 28). Nach Starten

der AFM-Software erfolgte zunächst die Auswahl des für die Probenuntersuchung genutz-

ten Modus148 und der verwendeten AFM-Sondenart. Danach erfolgte die Ausrichtung des

148Die Untersuchungen aller Probestücke erfolgten im PeakForce-Tapping-Modus. Dazu wurde in der
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im AFM-Kopf eingebauten Infrarotlasers. Dazu wurde der Laserspot auf die Rückseite

des Cantilevers, auf der sich eine dünne re�ektierende Metallschicht149 befand, ausge-

richtet und dort möglichst nah am vorderen, freien Ende, an dem die Spitze angebracht

ist, platziert [2, 4]. Anschlieÿend erfolgte ebenfalls die Justierung der Photodiodenposi-

tion. Der von der Rückseite des Cantilevers re�ektierte Laserstrahl musste auf die Mit-

te der Viersegment-Photodiode auftre�en [4, 124]. Die Position des Infrarotlasers und

der Photodiode wurden so eingestellt, dass die von der Photodiode detektierte Intensität

und somit das angezeigte Summensignal möglichst hoch war. Danach erfolgte die Benet-

zung der Spitze und des Cantilevers mit einem kleinen Tropfen der 0,9mM bzw. 1mM

CaCO3−Lösung, in der am Anfang jedes AFM-Experiments das Abbilden der Probenober-

�ächen stattfand [4]. Dazu wurde der AFM-Kopf wieder in vertikaler Position platziert und

die CaCO3−Lösung vorsichtig mit Hilfe einer Einmalspritze150 und einer sterilen, feinen

Kanüle151 von der Seite auf das untere, feste Ende des Cantilevers gegeben, sodass die

CaCO3−Lösung langsam bis zum vorderen, freien Ende, an dem die Spitze angebracht

war, herunterlaufen und dort einen gröÿeren Tropfen bilden konnte. Dieser Lösungstrop-

fen musste die Spitze vollständig umschlieÿen. Danach wurde der AFM-Kopf vorsichtig

in horizontale Position gebracht, ohne dass der Lösungstropfen ab�el, und die Position

der Photodiode nachjustiert, bis das Summensignal wieder so hoch wie möglich war. Al-

le in dieser Arbeit gezeigten AFM-Untersuchungen, bei denen die PeakForce-HiRs-F-A

AFM-Sonden und die ScanAsyst-Air AFM-Sonden verwendet wurden, erfolgten bei einem

Summensignal im Bereich von 2,5V bis 4,5V.

Anschlieÿend fand zunächst die Kalibrierung der AFM-Sonde statt, die im AFM-Kopf

eingebaut war und mit der später die Untersuchung der Probenober�äche erfolgte. Nach

Durchführung der Kalibrierung, deren genaue Beschreibung in Abschnitt 4.4.4 zu �nden

ist, wurde die Petrischale mit aufgeklebtem Probestück in einem entsprechenden Halter

auf dem Probentisch des AFM platziert sowie mit Hilfe eines externen Vakuummoduls

�angesaugt� und so auf dem Probentisch �xiert. Danach wurde der AFM-Kopf von der

�EasyAlignTM station� auf den Probentisch des AFM gebracht und die Spitze an die zu

untersuchende Probenober�äche angenähert sowie ein geeigneter Probenbereich zur Unter-

suchung der Ober�ächenstruktur bzw. für die direkte Beobachtung des Kristallwachstums

ausgewählt.

AFM-Software zunächst �quantitative nanomechanical mapping in �uid� und anschlieÿend der Modus
�PeakForce QNM in �uid� ausgewählt.

149Auf der Rückseite des Cantilevers der PeakForce-HiRs-F-A AFM-Sonden be�ndet sich jeweils eine
dünne Goldschicht [122]. Die ScanAsyst-Air AFM-Sonden bestehen jeweils aus einem Cantilever,
dessen Rückseite mit Aluminium beschichtet ist [123].

150Injektr-F Solo, zweiteilig, 1ml Volumen; B. Braun Melsungen AG; Melsungen, Deutschland
151Stericanr Gr. 2, 0,80mm · 40mm; B. Braun Melsungen AG; Melsungen, Deutschland
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Abbildung 28: Rasterkraftmikroskop BioScope ResolveTM der Firma Bruker. (A) AFM-
Kopf in horizontaler Position auf der �EasyAlignTM station�, die zum Ausrichten der Po-
sition des Infrarotlasers und der Photodiode verwendet wird. (B) AFM-Kopf auf dem
Probentisch des AFM.

4.4.4 Kalibrierung der AFM-Sonden

Vor den Strukturuntersuchungen und Wachstumsexperimenten wurde jeweils die zum Ab-

bilden der Probenober�äche und/oder zur Aufnahme der Kraftkarten verwendete AFM-

Sonde � Cantilever mit Spitze152 � kalibriert, wobei zwei verschiedene Methoden, die

�touch�-Kalibrierung und die �no touch�-Kalibrierung, Verwendung fanden. Die Kalibrie-

rung musste stets in der gleichen Lösung, in der später auch die AFM-Untersuchung der

Probenober�äche erfolgte, statt�nden.

�Touch�-Kalibrierung

Bei dieser Kalibrierung wird die Spitze der AFM-Sonde in Kontakt mit einer harten Ober-

�äche gebracht, auf der die Aufnahme von Kraftkurven153 erfolgt. Aus diesen Kraftkurven

kann die De�ektionssensitivität und die Federkonstante des Cantilevers genau ermittelt

werden154. Bei den in dieser Arbeit gezeigten AFM-Untersuchungen erfolgte die �touch�-

Kalibrierung stets auf dem Boden155 einer aus Polystyrol bestehenden Petrischale156, in

der sich ebenfalls 3ml der zum Abbilden der Probenober�äche am Anfang jedes AFM-

152Der Cantilever ist an einem Trägerchip angebracht [2, 4].
153Erklärung siehe Abschnitt 3.1
154Bei den PeakForce-HiRs-F-A AFM-Sonden beträgt die nominale De�ektionssensitivität 9, 0 nm

V
und

die nominale Federkonstante 0, 35 N
m
[122]. Die nominale De�ektionssensitivität der ScanAsyst-Air

AFM-Sonden beträgt 30, 0 nm
V

und die nominale Federkonstante 0, 4 N
m
[123].

155Der Boden der Petrischale wird als harte Ober�äche angenommen.
15635mm Durchmesser, 10mm Höhe, max. 10ml Volumen; Sarstedt AG & Co. KG; Nümbrecht,

Deutschland
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Experiments verwendeten CaCO3−Lösung (0,9mM oder 1mM) befanden, jedoch keine

Probe.

Daher wurden nach der Probenpräparation zunächst 3ml der 0,9mM bzw. 1mM

CaCO3−Lösung in eine zweite Petrischale, in der sich kein Probestück befand, pipet-

tiert. Nachdem der Trägerchip mit AFM-Sonde gereinigt und im Sondenhalter befestigt,

der Sondenhalter im AFM-Kopf �xiert, der im AFM-Kopf eingebaute Infrarotlaser auf

den Cantilever ausgerichtet, die Position der Photodiode eingestellt und die Spitze der

AFM-Sonde mit einem Tröpfchen der zuvor verwendeten CaCO3−Lösung benetzt wur-

de, erfolgte die Fixierung der zweiten Petrischale mit den 3ml der 0,9mM bzw. 1mM

CaCO3−Lösung auf dem Probentisch des AFM [2, 4]. Anschlieÿend wurde der AFM-Kopf

mit befestigtem Sondenhalter, in dem der Trägerchip mit AFM-Sonde �xiert war, von

der �EasyAlignTM Station�157 auf den Probentisch gebracht. Dabei durfte der Lösungs-

tropfen, der die Spitze benetzte, nicht herunter�ieÿen. Danach erfolgte das Annähern der

Spitze an die Ober�äche des Petrischalenbodens mittels AFM-Software. Dafür wurde der

AFM-Kopf zunächst nur soweit abgesenkt, bis Cantilever und Spitze vollständig in die

CaCO3−Lösung in der Petrischale eintauchten. Bevor die weitere Annäherung statt�nden

konnte, musste die Position der Photodiode nachjustiert werden, bis die von der Photodi-

ode detektierte Intensität des Infrarotlasers wieder maximal war. Danach wurde die Spitze

mittels AFM-Software weiter an die Ober�äche des Petrischalenbodens angenähert und

schlieÿlich in Kontakt mit dieser gebracht. Nun erfolgte die Aufnahme von Kraftkurven

auf dem Petrischalenboden, wobei immer mindestens zehn Kraftkurven aufgezeichnet wur-

den. Die Ermittlung der De�ektionssensitivität und Federkonstante erfolgte anschlieÿend

direkt aus den erhaltenen Kraftkurven mit der AFM-Software. Im Anschluss daran wur-

de der AFM-Kopf angehoben, bis der Sondenhalter mit Trägerchip keinen Kontakt mehr

mit der CaCO3−Lösung in der Petrischale hatte. Danach wurde der AFM-Kopf vom Pro-

bentisch heruntergenommen und auf die �EasyAlignTM Station� gesetzt, ohne dabei den

Sondenhalter und den Trägerchip sowie die Position der Photodiode und des Lasers zu

verschieben. Schlieÿlich erfolgte der Ausbau der Petrischale mit den 3ml der 0,9mM bzw.

1mM CaCO3−Lösung aus dem AFM.

Nach Durchführung der beschriebenen Kalibrierungsprozedur konnte nun jeweils die

AFM-Untersuchung der Probe erfolgen. Dazu wurde die Petrischale mit aufgeklebtem

Probestück auf dem Probentisch des AFM �xiert und der AFM-Kopf wieder auf den

Probentisch gesetzt sowie die Spitze mittels AFM-Software in Kontakt mit der Proben-

ober�äche gebracht.

157Bruker; Billerica, MA, USA
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�No touch�-Kalibrierung

Bei dieser Kalibrierung wird die Resonanzkurve der Cantileverschwingung158 in der glei-

chen CaCO3−Lösung, in der später auch die AFM-Untersuchung der Probenober�äche

statt�ndet, aufgenommen [179]. Durch Anpassen bzw. Fitten der Resonanzkurve mit ei-

ner Lorentz-Funktion erhält man die Federkonstante des Cantilevers [141].

Dazu wurde das Probestück gemäÿ den in Abschnitt 4.2 beschriebenen Präparations-

methoden für die AFM-Untersuchungen vorbereitet [4]. Anschlieÿend erfolgte die Reini-

gung des Trägerchips mit AFM-Sonde, die Fixierung des Trägerchips im Sondenhalter,

der Einbau des Sondenhalters in den AFM-Kopf, die Ausrichtung des Infrarotlasers auf

den Cantilever, das Justieren der Position der Photodiode und die Benetzung der Spitze

der AFM-Sonde mit der 0,9mM bzw. 1mM CaCO3−Lösung. Nach Einfüllen von 3ml

der 0,9mM bzw. 1mM CaCO3−Lösung in eine zweite Petrischale ohne Probestück wurde

diese Petrischale auf dem Probentisch des AFM �xiert sowie der AFM-Kopf auf den Pro-

bentisch gebracht und mittels AFM-Software abgesenkt. Sobald der Cantilever mit Spitze

vollständig in die CaCO3−Lösung in der Petrischale eintauchte, erfolgte die Aufnahme

der Resonanzkurve. Danach wurde der AFM-Kopf wieder hochgefahren, vom Probentisch

heruntergenommen und auf die �EasyAlignTM Station� gesetzt sowie die Petrischale aus

dem AFM ausgebaut. Nach erfolgreicher Kalibrierung wurde nun das jeweilige Probestück

mit dem AFM untersucht.

4.4.5 Austausch der CaCO3−Lösungen während der AFM-Wachstumsexpe-

rimente

Wie in Abschnitt 4.2.2 und Abschnitt 4.2.3 beschrieben, befanden sich die in der Petri-

schale �xierten Probestücke (��at pearls� und Perlmuttspalt�ächen) zu Beginn der Wachs-

tumsexperimente jeweils noch in 3ml einer 0,9mM oder 1mM CaCO3−Lösung. Dabei ent-
spricht die 0,9mM CaCO3−Lösung einer gesättigten Lösung [4]. Um nun Wachstum von

Aragonit- bzw. Calciumcarbonatkristallen auf den Probenober�ächen zu initiieren und so

das Gleichgewicht zwischen Kristallbildung und -au�ösung zugunsten der Kristallbildung

zu verschieben, wurde jeweils während des Abbildens eines ausgewählten Probenbereichs

mehrmals ein de�niertes Teilvolumen der in der Petrischale vorhandenen CaCO3−Lösung
entnommen und gegen das gleiche Volumen einer höher konzentrierten CaCO3−Lösung
(2mM, 4mM oder 5mM) ausgetauscht [4]. Die Austauschprozedur, deren Durchführung

im Folgenden beispielhaft beschrieben wird, erfolgte jeweils nach bestimmten Zeiträumen.

Die Anzahl der durchgeführten Lösungsaustausche und die dabei verwendeten Volumina

158Erklärung siehe Abschnitt 3.1
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sowie die Zeitspannen zwischen den Lösungsaustauschen sind in den Abschnitten 5.2 und

5.4 bei den jeweiligen Wachstumsexperimenten angegeben. Das Volumen der anfänglich in

der Petrischale vorhandenen CaCO3−Lösung (3ml) und die Volumina der ausgetauschten
CaCO3−Lösungen mussten stets bekannt sein, um nach den Lösungsaustauschen jeweils

die verwendete Konzentration der CaCO3−Lösung in der Petrischale berechnen zu können.
Da während eines Wachstumsexperiments immer derselbe Ober�ächenbereich des Pro-

bestücks über einen Zeitraum von mehreren Stunden abgebildet wurde und die Petrischale

mit festgeklebtem Probestück an der gleichen Position im AFM �xiert war, erfolgten die

Austausche der CaCO3−Lösungen mit Hilfe einer Pipette und eines etwa 20 cm langen Sili-

konschlauchs. Bei einigen Wachstumsexperimenten fanden auch CaCO3−Lösungen, denen
eine bestimmte Proteinkonzentration der löslichen organischen Matrix hinzugefügt wur-

de, Verwendung. Da diese Proteine nur schwer aus solchen Silikonschläuchen zu entfernen

sind, wurden für die Lösungsaustausche zwei verschiedene Silikonschläuche, einer für rei-

ne159 CaCO3−Lösungen und ein zweiter für CaCO3−Lösungen mit Proteinen der löslichen
Matrix, genutzt. Diese Silikonschläuche mussten immer sehr sauber sein, um eine Abwei-

chung der tatsächlichen Konzentration der CaCO3−Lösung in der Petrischale von der

berechneten Konzentration zu vermeiden. Daher war es unbedingt notwendig, die Sili-

konschläuche vor jedem Wachstumsexperiment erneut sorgfältig zu reinigen, um mögliche

Rückstände von Kristallen und die Proteine aus vorangegangenen Experimenten sicher zu

entfernen [4].

Reinigungsprozeduren der Silikonschläuche

Der Silikonschlauch zum Austausch der reinen CaCO3−Lösungen wurde mit Hilfe einer

Pipette zuerst mehrmals mit Ethanol und anschlieÿend mehrfach mit Reinstwasser sorg-

fältig gespült. Danach erfolgte das Auskochen des Silikonschlauchs in einem Becherglas

mit 500ml Reinstwasser für 10min. Während des Auskochens musste der Silikonschlauch

möglichst vollständig mit Reinstwasser gefüllt sein. Anschlieÿend wurde der Silikonschlauch

erneut mehrfach mit Ethanol gereinigt und mehrmals mit Reinstwasser gespült. Da der

Silikonschlauch möglichst trocken sein sollte, wurden danach alle im Schlauch verbliebenen

Wassertropfen mittels Pipette herausgesogen. Bis zum jeweiligen Wachstumsexperiment

erfolgte die Lagerung des gesäuberten Silikonschlauchs verpackt in Aluminiumfolie.

Nach Durchführung von ersten Wachstumsexperimenten, bei denen CaCO3−Lösungen
mit bestimmten Proteinkonzentrationen der löslichen Matrix zum Einsatz kamen, wurde

versucht, den Silikonschlauch entsprechend dem oben beschriebenen Verfahren zu reinigen.

Bei diesen Wachstumsexperimenten stellte sich jedoch heraus, dass o�enbar Rückstände

159ohne Zugabe von Proteinen der löslichen Matrix
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von Proteinen, die die Probenober�äche während der AFM-Untersuchungen kontaminier-

ten, im Silikonschlauch verblieben waren. Daher wurde der Silikonschlauch, der zum Aus-

tausch der CaCO3−Lösungen mit Proteinen der löslichen Matrix Verwendung fand, zu-

nächst mittels Pipette mehrmals mit einer 1M Natriumchlorid(NaCl)-Lösung gespült. Das

weitere Säubern des Silikonschlauchs erfolgte gemäÿ der oben beschriebenen Reinigungs-

prozedur für den Silikonschlauch, der zum Austausch der reinen CaCO3−Lösungen zum

Einsatz kam. Schlieÿlich wurde der gereinigte Silikonschlauch ebenfalls in Aluminiumfolie

verpackt gelagert.

Austauschprozedur

Am Anfang der Wachstumsexperimente wurde zunächst immer ein geeigneter Probenbe-

reich zur Beobachtung des Kristallwachstums ausgewählt und mit der AFM-Spitze ab-

gerastert. Erst nachdem die Kraft, die zum Abbilden dieses Probenbereichs notwendig

war, stabil eingestellt und der Probenbereich ohne merkliche Verschiebung stabil über

einen Zeitraum von etwa 15 Minuten bis zu 30 Minuten abgebildet werden konnte, er-

folgte das Ansetzen der höher übersättigten CaCO3−Lösung (2mM, 4mM oder 5mM).

Diese CaCO3−Lösung wurde anschlieÿend für eine weitere Zeitspanne von mindestens 30

Minuten unter die Abdeckung direkt neben das AFM gestellt, um eine Anpassung der Tem-

peratur der höher übersättigten CaCO3−Lösung an die Temperatur der CaCO3−Lösung
in der Petrischale zu ermöglichen. Der Austausch der CaCO3−Lösungen während des Ab-

bildens der Probenober�äche erfolgte jeweils mit Hilfe des an der Pipette angeschlossenen

und gemäÿ dem oben beschriebenen Verfahren gereinigten Silikonschlauchs.

Die Durchführung der Prozedur zum Austausch der CaCO3−Lösungen während eines

AFM-Wachstumsexperiments wird im Folgenden konkret beschrieben: Beim ersten Lö-

sungsaustausch erfolgte zuerst die Entnahme eines de�nierten Teilvolumens (z. B. 1ml)

der 0,9mM oder 1mM CaCO3−Lösung aus der Petrischale mittels Pipette und Silikon-

schlauch. Anschlieÿend wurde der Silikonschlauch zweimal mit 1ml der verwendeten hö-

her übersättigten CaCO3−Lösung gespült, um im Silikonschlauch verbliebene Tropfen der

0,9mM bzw. 1mM CaCO3−Lösung zu entfernen. Da jeweils nur der Austausch sehr kleiner
Volumina erfolgte, war diese Spülprozedur notwendig, um Abweichungen der tatsächlichen

Konzentrationen der CaCO3−Lösungen in der Petrischale von der jeweils berechneten

Konzentration möglichst gering zu halten. Nach dem Spülvorgang wurde das gleiche zuvor

aus der Petrischale entnommene Lösungsvolumen (z. B. 1ml) in die Petrischale eingespült,

jedoch fand hierbei die höher konzentrierte CaCO3−Lösung Verwendung. Um eine bessere

Durchmischung der CaCO3−Lösung in der Petrischale zu gewährleisten, wurde anschlie-

ÿend zweimal jeweils 1ml der CaCO3−Lösung aus der Petrischale in den Silikonschlauch
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Die einzelnen Schritte der Austauschprozedur sind zur Veranschaulichung schematisch

in der Abbildung 29 dargestellt. Die weiteren Lösungsaustausche wurden ebenfalls ent-

sprechend dieser Prozedur durchgeführt.

Bei den Lösungsaustauschen durfte der Silikonschlauch aus mehreren Gründen nur sehr

vorsichtig und nahe dem Rand in die Petrischale eingebracht werden. Erstens hätte der

Silikonschlauch die Probe, die in der Mitte der Petrischale festgeklebt war, beschädigen

können und zweitens bestand die Gefahr, dass der Silikonschlauch die zum Abbilden der

Probenober�äche verwendete Spitze, die am Cantilever angebracht war, berührt und so

beschädigt sowie den Trägerchip in der Halterung verschiebt. Bei Beschädigung oder gar

Abbrechen der Spitze ist kein weiteres Abbilden der Probenober�äche möglich. Für die

Beobachtung des Kristallwachstums ist es zusätzlich und unbedingt notwendig, dass stets

derselbe Ober�ächenbereich über einen Zeitraum von mehreren Stunden abgebildet wird.

Eine Verschiebung des Trägerchips in der Halterung würde zu einer deutlichen Verschie-

bung des abgebildeten Probenbereichs führen [2, 4].

Beim ersten Wachstumsexperiment auf der Ober�äche einer ��at pearl� (siehe Ab-

schnitt 5.2.1) wurde vor den Lösungsaustauschen immer das Abrastern der Probenober-

�äche gestoppt und die Spitze mit der AFM-Software etwa 100 µm bis 200µm von der

Probenober�äche weggefahren. Nach Entnahme und Einspülen der CaCO3−Lösungen er-

folgte zunächst das Wiederannähern der Spitze an die Probenober�äche mittels AFM-

Software und anschlieÿend wurde das Abrastern erneut gestartet. Bei diesen Lösungs-

austauschen gelang es, dass sich der abgebildete Probenbereich nur marginal verschoben

hat. Das erste Wachstumsexperiment zeigte, dass die beschriebene Austauschmethode

der CaCO3−Lösungen für weitere AFM-Untersuchungen geeignet war. Bei allen weiteren

in dieser Arbeit beschriebenen Wachstumsexperimenten erfolgten die Lösungsaustausche

dann immer direkt während des Abbildens der Probenober�äche. Dabei konnte allerdings

jeweils nur ein maximales Volumen von 2ml entnommen und eingespült werden.

4.5 Erarbeitung einer Präparationsmethode für ergänzende REM-

Untersuchungen

Sowohl nach Durchführung von AFM-Untersuchungen zur Charakterisierung der Proben-

ober�ächen als auch nach AFM-Wachstumsexperimenten wurden dieselben Proben zu-

sätzlich mit dem Rasterelektronenmikroskop (REM)160 untersucht.

Nach den AFM-Experimenten waren die zu untersuchenden Proben � ��at pearls�

160Im Weiteren wird der Begri� Rasterelektronenmikroskop mit REM abgekürzt.
englisch: scanning electron microscope



76

oder Perlmuttspalt�ächen � jeweils mittels Zweikomponentenkleber161 in der Mitte einer

Petrischale162 aus Polystyrol �xiert, deren Rand eine Höhe von 10mm aufwies. Um im

REM nun eine gut aufgelöste Abbildung der jeweiligen Probenober�äche zu erhalten,

mussten zuerst die Ränder der Petrischalen aus verschiedenen Gründen entfernt werden.

Erstens war der Rand der für die AFM-Untersuchungen verwendeten Petrischalenart mit

10mm zu hoch, da der Arbeitsabstand163, mit dem die REM-Untersuchungen der ��at

pearls� und Perlmuttspalt�ächen erfolgten, im Bereich von 1,5mm bis maximal 7mm

lag. Zur Veranschaulichung zeigt die Abbildung 30 die innere Kammer des Rasterelek-

tronenmikroskops, deren Aufnahme mit der internen Kamera erfolgte. Dort kennzeichnet

der grüne Pfeil die elektronenoptische Säule bzw. die Mikroskopsäule des REM und der

gelbe Pfeil die FIB164-Säule. Durch die Anordnung der Mikroskopsäule, der FIB-Säule

und der Petrischale mit Probe zueinander war es nicht möglich bei Vorhandensein des

hohen Petrischalenrandes den Arbeitsabstand genügend zu verkleinern. Zweitens bestand

die Gefahr beim Bewegen und Verkippen der Probe die elektronenoptische Säule mit dem

Rand der Petrischale zu berühren.

Abbildung 30: Innenkammer des Raster-
elektronenmikroskops (REM) aufgenom-
men mit der internen Kamera. Der grü-
ne Pfeil markiert die elektronenoptische
Säule des REM und der gelbe Pfeil die
FIB(�focused ion beam�)-Säule. Der Pro-
bentisch und der auf diesem angebrachte
Probenhalter mit Probenteller und Pe-
trischale, in der sich die Probe befand,
sind hier nicht zu sehen.

Zum Entfernen des Petrischalenrandes wurde eine Apparatur entwickelt, die die Probe

dabei hauptsächlich vor Verunreinigungen, insbesondere vor Kunststo�splittern, schützt.

Die Abbildung 31 zeigt eine schematische Zeichnung dieser Apparatur. Die Appara-

tur besteht einerseits aus einem Aluminiumzylinder mit einem Durchmesser von 30mm,

der kleiner ist als der Durchmesser der verwendeten Petrischalen mit 35mm, und ande-

161Epoxykleber, max. 4min Topfzeit; Bindulin; H.L. Schönleber GmbH; Fürth, Deutschland
16210mm Höhe, 35mm Durchmesser; Sarstedt AG & Co. KG; Nümbrecht, Deutschland
163Abstand zwischen dem Polschuh der Objektivlinse und dem fokussierten Probenbereich [4, 146]
164englisch: focused ion beam; deutsch: fokussierter Ionenstrahl
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rerseits aus einem Deckel aus Acrylglas. Der Deckel ist ein einseitig geschlossener und

transparenter Hohlzylinder ebenfalls mit einem Durchmesser von 30mm. Am unteren,

o�enen Ende ist zur besseren Abdichtung zusätzlich ein O-Ring aus Gummi eingefasst.

Der Deckel, der in die Petrischale passt, sollte zum einen die Petrischale auf dem Alumi-

niumzylinder �xieren und zum anderen die Probe bei der weiteren Bearbeitung schützen.

Dieser Deckel ist durchsichtig, damit beim Aufsetzen das in der Petrischale festgeklebte

Probestück nicht beschädigt wird. Eine seitlich angebrachte Spannvorrichtung ermöglicht

es, Deckel und Petrischale fest auf den Aluminiumzylinder zu drücken. Der O-Ring am

unteren Ende des Deckels dichtet die Petrischale dabei so ab, dass die Probe vor Kunst-

sto�spänen geschützt wird. Schlieÿlich �ndet zum Entfernen des Petrischalenrandes ein

Multifunktionswerkzeug165 mit einem Trennsägeblatt aus Federstahl166 (22mm Durch-

messer) zum Trennen von Kunststo� Verwendung.

Vor dem Einspannen der Petrischale zum Entfernen des Randes wurde die Au�age-

�äche der Petrischale auf dem Aluminiumzylinder mit Ethanol167 gereinigt und mit einem

fusselfreien Tuch168 abgewischt sowie der Deckel mit dem Spülmittel Ultra Joy169 mecha-

nisch gesäubert, mit Reinstwasser170 sorgfältig abgespült und mit einem fusselfreien Tuch

getrocknet. Ebenso erfolgte das Säubern des Trennsägeblatts mit Ethanol und anschlie-

ÿend dessen Trocknung mit Hilfe eines fusselfreien Tuchs. Nach der Reinigung aller Einzel-

teile wurden die Petrischale und der Deckel mittels Spannvorrichtung auf dem Alumi-

niumzylinder �xiert. Zum Abtrennen des Randes wurde nun mehrfach mit dem Feder-

stahlsägeblatt von unten in die überstehende Petrischale gesägt, bis der Rand komplett

entfernt war. Das Ziel bestand darin, den Rand der Petrischale möglichst vollständig zu

entfernen, sodass nur der Petrischalenboden mit aufgeklebter Probe für die weiteren Un-

tersuchungen mit dem REM übrigblieb. Anschlieÿend wurde der Rand des verbliebenen

Petrischalenbodens zusätzlich mit Edelkorundschleifstiften171 (2,5mm und 7,0mm Durch-

messer) geglättet. Vor Abnahme des Deckels erfolgte zuerst die Entfernung aller, grö-

ÿeren auf der Apparatur be�ndlichen Kunststo�späne mit einem Ethanol befeuchteten,

fusselfreien Tuch. Mit einem Sticksto�strahl wurden zusätzlich auch die kleineren, noch

vorhandenen Kunststo�späne, insbesondere im Bereich der Abdichtung zwischen dem Pe-

trischalenboden und dem in den Deckel eingefassten O-Ring, entfernt. Die Aufbewahrung

165Dremelr, Dremel Europe; Breda, Niederlande
1660, 1mm Dicke, Nr.: 28 830; www.proxxon.com
167Ethanol absolut; VWR Chemicals, VWR International S.A.S.; Fontenay-sous-Bois, Frankreich
168VWRr Light-Duty Tissue Wipers; VWR International, LLC; Radnor, PA, USA
169Procter & Gamble; Cincinnati, OH, USA
170deionisiertes Wasser mit einem spezi�schen Widerstand von 18,2MΩ · cm [4]
1712, 5mm Durchmesser, Zylinderform, gefertigt nach DIN 69 170, Nr.: 28 774; www.proxxon.com

7, 0mm Durchmesser, Konusform, gefertigt nach DIN 69 170, Nr.: 28 778; www.proxxon.com
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auf dem Probenhalter und dieser wiederum auf dem Probentisch in der evakuierbaren

Innenkammer des REM �xiert.

In der Abbildung 33 sind beispielhaft Aufnahmen eines entsprechend dem oben be-

schriebenen Verfahren präparierten Probestücks dargestellt. Das Bild (A) zeigt die evaku-

ierbare Innenkammer des REM mit dem Probentisch (blauer Pfeil), auf dem der Proben-

halter (weiÿer Pfeil) mit befestigtem runden Probenteller (grüner Pfeil) angebracht wurde.

Die Aufnahme der Innenkammer erfolgte hier ebenfalls mit der internen Kamera. Das Bild

(B) zeigt eine REM-Aufnahme, die im sogenannten ��sheye�-Modus aufgenommen wurde.

Daher ist es dort nicht möglich, einen Maÿstab anzugeben. Die roten Pfeile in den Bildern

(A) und (B) markieren jeweils das Probestück, eine Perlmuttspalt�äche. Von der Probe aus

wurden auf dem Petrischalenboden die vier schmalen 6,4mm breiten Streifen des leitfähi-

gen kupferbeschichteten Klebebands aufgebracht. Die gelben Pfeile in den Bildern (A) und

(B) kennzeichnen beispielhaft je einen der vier Klebebandstreifen. Diese Klebebandstrei-

fen wurden dabei jeweils bis auf den Probenhalter geklebt, um den Petrischalenboden mit

Probe und den Probentisch leitend miteinander zu verbinden. Die hellen, weiÿen Bereiche

auf dem Petrischalenboden (z. B. schwarzer Pfeil im Bild (B)) sind nur Abdrücke bedingt

durch das Festdrücken des Petrischalenbodens mit der Pinzette auf dem Haftaufkleber.

Abbildung 33: (A) Innenkammer des Rasterelektronenmikroskops (REM) aufgenommen
mit der internen Kamera und (B) REM-Aufnahme eines Probestücks (Perlmuttspalt�äche)
aufgenommen mit dem SE2-Detektor (Everhart-Thornley Detektor) im ��sheye�-Modus.
Der Petrischalenboden mit der aufgeklebten Probe (rote Pfeile in (A) und (B)) wurde mit
einem elektrisch leitfähigen Haftaufkleber auf einem runden Probenteller (grüner Pfeil in
(A)) �xiert. Dieser Probenteller wurde wiederum auf dem Probenhalter (weiÿer Pfeil in
(A)), der auf dem Probentisch (blauer Pfeil in (A)) befestigt war, angebracht. Zusätzlich
erfolgte die Kontaktierung des Petrischalenbodens mit vier, sternförmig von der Probe aus
bis auf den Probenhalter geklebten, Streifen des kupferbeschichteten Klebebands (gelbe
Pfeile in (A) und (B)). Der schwarze Pfeil in (B) kennzeichnet beispielhaft einen der durch
das Festdrücken des Petrischalenbodens mit der Pinzette entstandenen Abdrücke.
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Für die REM-Untersuchungen der Probestücke der ��at pearls� und der frisch gespal-

tenen Perlmuttober�ächen fanden Beschleunigungsspannungen von 0,60 kV bis maximal

2,5 kV Verwendung.
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5 Ergebnisse und Diskussionen

5.1 Charakterisierung der Wachstumsfronten von ��at pearls� mit-

tels AFM

Zuerst wurde die Ober�ächenstruktur der Wachstumsfronten, die aus ��at pearls� stam-

men, mit dem Rasterkraftmikroskop (AFM) untersucht und charakterisiert. Anschlieÿend

erfolgte die direkte Beobachtung des Kristallwachstums von Calciumcarbonat auf den

Wachstumsfronten mit dem AFM. Die Probestücke wurden gemäÿ den in Abschnitten

4.2.1 und 4.2.2 beschriebenen Präparationsprozeduren für diese AFM-Untersuchungen

vorbereitet. Bei den Strukturuntersuchungen und ebenfalls bei den später durchgeführ-

ten Wachstumsexperimenten fanden sowohl PeakForce-HiRs-F-A AFM-Sonden als auch

ScanAsyst-Air177 AFM-Sonden Verwendung.

5.1.1 Charakterisierung der Ober�ächenstruktur

Wie in Abschnitt 4.2.1 detailliert beschrieben, wurden zur Herstellung der ��at pearls�

runde Deckgläser mit Durchmessern von 10mm und 12mm für de�nierte Zeitspannen

zwischen dem Mantelepithel des Schneckenkörpers und der Innenseite der Schale von le-

benden Meeresschnecken inkubiert [4]. Die Untersuchung der Ober�ächenstruktur mit dem

AFM fand jeweils an einem etwa 5mm · 5mm groÿen Bruchstück einer ��at pearl� statt.

Dazu wurde mit dem Körner eine ��at pearl� in mehrere kleinere Probestücke zerlegt und

anschlieÿend ein solches Probestück mit dem Zweikomponentenkleber178, dessen Abbin-

dezeit fünf Minuten betrug, in der Mitte einer Petrischale179 mit Durchmesser von 35mm

�xiert. Sofort nach dem Aufkleben des Probestücks erfolgte dessen Benetzung mit einer

gesättigten 0,9mM CaCO3−Lösung oder einer gering übersättigten 1mM CaCO3−Lösung
[4]. Nach dem Abbinden des Zweikomponentenklebers wurden 3ml derselben 0,9mM bzw.

1mM CaCO3−Lösung in die Petrischale pipettiert. Das genaue Volumen der in der Pe-

trischale vorhandenen CaCO3−Lösung musste bekannt sein, um später nach den Austau-

schen der CaCO3−Lösungen während der Wachstumsexperimente stets die verwendete

Konzentration der CaCO3−Lösung berechnen zu können. Allerdings nimmt die tatsäch-

liche Konzentration der CaCO3−Lösung in der Petrischale während der Wachstumsexpe-

rimente ab, da die Calciumionen (Ca2+-Ionen) und die Carbonationen (CO 2−
3 -Ionen) für

das Wachstum des Aragonits benötigt werden [4]. Nach der Kalibrierung der verwendeten

177Die Spezi�kationen der PeakForce-HiRs-F-A AFM-Sonden und der ScanAsyst-Air AFM-Sonden
sind im Anhang in Abschnitt 10.1 aufgelistet.

178Epoxykleber, max. 4min Topfzeit; Bindulin; H.L. Schönleber GmbH; Fürth, Deutschland
17910mm Höhe, max. 10ml Volumen, aus Polystyrol; Sarstedt AG & Co. KG; Nümbrecht, Deutschland
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AFM-Sonde und dem anschlieÿenden Einbau der Petrischale mit Probe ins AFM wurde

ein geeigneter Probenbereich ausgewählt und abgebildet.

In diesem Abschnitt erfolgt die Beschreibung der Strukturuntersuchungen von mehre-

ren verschiedenen Probestücken der Wachstumsfronten. Zur Charakterisierung der Ober-

�ächenstruktur wurden dabei nur AFM-Bilder, deren Aufnahmen mit den PeakForce-

HiRs-F-A AFM-Sonden erfolgten, genutzt. Zum Vergleich der zwei verwendeten AFM-

Sondenarten hinsichtlich der Au�ösung der abgebildeten Strukturdetails sind in Abschnitt

5.1.3 einige mit den ScanAsyst-Air AFM-Sonden aufgenommene AFM-Bilder der Ober-

�ächen verschiedener Wachstumsfrontprobestücke gezeigt.

Erste Probe - �stacks of coins� und Höhenvermessung

Die Abbildung 34 zeigt die mit dem AFM aufgenommene Ober�äche der Wachstums-

front eines wie oben beschrieben präparierten Probestücks einer nach 14-tägiger Inkuba-

tion entstandenen ��at pearl� mit den zwei verschiedenen Scan�ächen von 7, 3 µm · 7, 3 µm
beim Bild (A1) bzw. (A2) und von 3, 4 µm · 3, 4 µm beim Bild (B1) bzw. (B2). Die Bilder

mit dem Index 1, die im Weiteren auch als Höhenbilder bezeichnet werden, stellen jeweils

das Höhensignal dar und die Bilder mit dem Index 2 zeigen jeweils das dazugehörende

Fehlersignal. Im Folgenden meint die Bezeichnung �die Bilder (z. B. A)� immer sowohl das

Höhenbild (A1) als auch das Fehlersignalbild (A2).

Wie bereits erwähnt, erfolgte die Inkubation der verwendeten ��at pearl� zwischen

dem Mantelepithel und der Schaleninnenseite einer lebenden Meeresschnecke über einen

Zeitraum von 14 Tagen [4]. Bei der Befeuchtung der Probenober�äche während der Prä-

parationsprozedur kam hier eine 1mM CaCO3−Lösung zum Einsatz. Nach Abbinden des

Zweikomponentenklebers, mit dem das Probestück in der Petrischale �xiert war, wur-

den 3ml derselben 1mM CaCO3−Lösung in die Petrischale hinzugefügt. Nach der Pro-

benpräparation erfolgte zunächst die Kalibrierung der für die Untersuchung verwendeten

PeakForce-HiRs-F-A AFM-Sonde gemäÿ der in Abschnitt 4.4.4 beschriebenen �no touch�-

Methode. Diese Kalibrierung fand vor dem Einbau der Probe ins AFM in einer weiteren

Petrischale ohne Probe, in der sich nur 3ml der 1mM CaCO3−Lösung befanden, statt.

Nach dem Einbau der Petrischale mit festgeklebter Probe und nachdem die abbilden-

de Kraft stabil über mehrere Minuten eingestellt werden konnte, erfolgte das Abbilden

des ausgewählten Probenbereichs mit der AFM-Sonde in 3ml der 1mM CaCO3−Lösung.
Die Bilder wurden dabei mit einer Au�ösung von 256 x 256Pixel, einer Abtastrate von

0, 901Hz und einer abbildenden Kraft von 250 pN aufgenommen. Das Abrastern der Pro-

benober�äche fand mit möglichst minimaler Kraft statt, um insbesondere die organische

Matrix nur wenig zu beschädigen. Bei der Untersuchung dieser Probe konnten keine Bilder
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mit gröÿeren Scan�ächen als 7, 3 µm ·7, 3 µm aufgenommen werden, da es dann nicht mehr

möglich war, die abbildende Kraft über den für die Bildaufnahme benötigten Zeitraum

von mehreren Minuten stabil einzustellen.

In den Bildern (A)180 sind deutlich drei typische �stacks of coins�, die hier aus drei

bis fünf einzelnen gut sichtbaren und übereinanderliegenden Aragonitplättchen bestehen,

erkennbar. Dabei hat das obere Aragonitplättchen eine kleinere laterale Ausdehnung als

die jeweils darunterliegenden Plättchen [3, 4]. Die roten Pfeile markieren beispielhaft zwei

dieser �stacks of coins�. Der mit blauen Pfeilen gekennzeichnete, aus fünf einzelnen Ara-

gonitplättchen mit polygonaler Form bestehende, �stack of coins� ist in den Bildern (B)

vergröÿert dargestellt. Die oberen vier gut sichtbaren Aragonitplättchen sind dabei jeweils

mit einem grünen Pfeil und von oben nach unten mit (1) bis (4) gekennzeichnet. Das un-

terste, mit weiÿem Pfeil markierte Aragonitplättchen ist nur schwer beobachtbar. Da die

laterale Ausdehnung des obersten Aragonitplättchens noch gering ist, hat dieses Plättchen

vermutlich erst kurze Zeit zuvor begonnen zu wachsen [4].

In den Zwischenräumen der drei verschiedenen gut erkennbaren �stacks of coins� in

den Bildern (A) und (B) be�ndet sich organische Matrix. Das blaue Dreieck im Bild (A2)

kennzeichnet dabei beispielhaft diese organische Matrix. Die einzelnen Aragonitplättchen

der drei �stacks of coins� sind nur zum Teil von organischer Matrix umhüllt. So bedeckt die

organische Matrix z. B. die untersten, mit (4) und (5) markierten, Aragonitplättchen des

�stack of coins� in den Bildern (B) fast vollständig (z. B. grünes Dreieck). Im Gegensatz

dazu existiert keine organische Matrix auf den Ober�ächen der Aragonitplättchen (1)

und (2) [4]. In den Bildern (A) ist bereits die hochorganisierte, netzwerkartig ver�ochtene

Struktur der organischen Matrix gut erkennbar [1, 2]. Im unteren, rechten Bereich des

Bildes (B2) sind deutlichst die einzelnen, netzwerkartig angeordneten Filamente bzw. Fa-

sern und die dazwischen be�ndlichen Löcher bzw. Poren sichtbar. Zur Veranschaulichung

kennzeichnen die weiÿen Dreiecke dort jeweils ein solches einzelnes Filament. Die Poren

bzw. Löcher (z. B. rote Dreiecke) weisen je nach Vernetzungslage und -grad der Filamente

verschiedene Durchmesser auf, wie besonders bei den später in Abbildungen 36, 37 und

38 gezeigten AFM-Aufnahmen weiterer ��at pearl�-Probestücke beobachtbar ist [2, 4].

Das Abrastern der Probenober�äche mit der Spitze der AFM-Sonde erzeugt zusätzlich

Bildartefakte, nämlich horizontal verlaufende Streifen [3, 4]. Zwei dieser Streifen sind zur

Demonstration in den Bildern (A) mit gelben Pfeilen markiert. Darüber hinaus ist das

Abbilden der Filament-Netzwerkstruktur der weichen organischen Matrix, besonders bei

zu hoher Kraft, schwierig. Die gelben Dreiecke in den Bildern (A) kennzeichnen zwei solche

Stellen der organischen Matrix, an denen das Abbilden der Netzwerkstruktur nicht gelang.

180Wie oben bereits erklärt, ist damit das Höhenbild (A1) und das Fehlersignalbild (A2) gemeint.
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Abbildung 34: AFM-Aufnahmen der Ober�äche einer etwa 5mm · 5mm groÿen Probe der
Wachstumsfront, die aus einer ��at pearl� nach 14-tägiger Inkubation gewonnen wurde,
in 3ml einer 1mM CaCO3−Lösung. Scan�ächen: (A) 7, 3 µm · 7, 3 µm und (B) 3, 4 µm ·
3, 4 µm. Bilder mit Index 1 (links) zeigen jeweils das Höhensignal und Bilder mit Index
2 (rechts) jeweils das entsprechende Fehlersignal. In (A) sind drei sogenannte �stacks of
coins� (rote und blaue Pfeile), die aus unterschiedlich groÿen und übereinander ange-
ordneten Aragonitplättchen bestehen, erkennbar. Die laterale Ausdehnung der Aragonit-
plättchen nimmt dabei von oben nach unten zu [4]. In den Zwischenräumen der �stacks of
coins� be�ndet sich organische Matrix (blaues Dreieck in (A2)). (B) zeigt eine vergröÿer-
te Aufnahme des mit blauen Pfeilen markierten �stack of coins� aus (A). Dort sind die
einzelnen polygonalen Aragonitplättchen (grüne Pfeile und weiÿer Pfeil in (B1)) und das
�lamentartige Netzwerk der organischen Matrix (grünes Dreieck in (B2)) gut beobachtbar.
Zur Verdeutlichung kennzeichnen die weiÿen Dreiecke in (B2) zwei einzelne Filamente und
die roten Dreiecke in (B2) zwei verschieden groÿe Poren zwischen den Filamenten. Die
gelben Pfeile und die gelben Dreiecke in (A) markieren beispielhaft einige, durch das Ab-
rastern der Probenober�äche mit der Spitze der AFM-Sonde entstandene, Bildartefakte
[3, 4].

Der Höhenunterschied zwischen den einzelnen übereinander angeordneten Aragonit-

plättchen lässt sich sehr gut aus den aufgenommenen Höhenbildern (Index 1) ausmessen.
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Die Vermessung der Höhe einzelner Aragonitplättchen wird im Folgenden detailliert an-

hand der Abbildung 35 erläutert. Das Bild (A) zeigt ein bereits in der Abbildung 34

dargestelltes AFM-Höhenbild, in dem die einzelnen Aragonitplättchen sehr deutlich beob-

achtbar sind. Mit Hilfe der AFM-Auswertungssoftware181 wurde nun ein Höhenpro�l, das

genau entlang der blauen Linie im Bild (A) verläuft, ermittelt. Der blaue Pfeil im Bild

(A) markiert zusätzlich, zur besseren Sichtbarkeit, diese blaue Linie. Das entsprechende

Höhenpro�l ist im Bild (B) dargestellt. Dort kennzeichnen die roten, vertikalen Linien bei-

spielhaft die Positionen der zwei Marker, die zur Bestimmung der Höhendi�erenz zwischen

den groÿen (001)-Ober�ächen der mit (1) und (2) markierten Aragonitplättchen Verwen-

dung fanden. Dabei wurde der erste Marker auf das oberste Aragonitplättchen (1) und

der zweite Marker auf das darunterliegende Aragonitplättchen (2) gesetzt. Anschlieÿend

erfolgte die Berechnung der Di�erenz zwischen den Höhenwerten an diesen zwei Markerpo-

sitionen. Diese Höhenvermessung wurde 16-mal an mehreren verschiedenen Stellen entlang

des Höhenpro�ls durchgeführt. Zusätzlich erfolgte die Ausmessung der Höhe des Aragonit-

plättchens (1) jeweils wiederum 16-mal an verschiedenen Stellen entlang drei weiterer im

Bild (A) ermittelter Höhenpro�le. Diese weiteren Höhenpro�le sind hier nicht gezeigt. So-

mit erfolgte die Vermessung der Höhendi�erenz zwischen den groÿen Ober�ächen der mit

(1) und (2) markierten Aragonitplättchen insgesamt 64-mal. Aus allen erhaltenen Höhen-

di�erenzen wurde danach der Mittelwert berechnet.

Abbildung 35: Vermessung der Höhen einzelner Aragonitplättchen. In (A) ist ein AFM-
Höhenbild aus Abb. 34 dargestellt. (B) zeigt das entsprechende Höhenpro�l, das entlang
der in (A) eingezeichneten blauen Linie verläuft. Diese blaue Linie wurde zusätzlich mit
einem blauen Pfeil markiert. Die zwei roten, vertikalen Linien in (B) kennzeichnen beispiel-
haft die zwei Markerpositionen zur Ermittlung der Höhendi�erenz zwischen den groÿen
(001)-Ober�ächen der mit (1) und (2) markierten Aragonitplättchen.

181NanoScope Analysis 1.8; Bruker; Billerica, MA, USA
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Damit erhielt man nun eine Höhe von (460 ± 30) nm für das oberste Aragonitplätt-

chen des betrachteten �stack of coins�. Der Fehler der ermittelten Höhe wurde hier mit

Hilfe der Standardabweichung berechnet. Dieser Fehler ergibt sich erstens aus der Able-

seungenauigkeit und zweitens daraus, dass die Aragonitplättchenober�ächen selbst nicht

glatt sind, sondern bereits viele Unebenheiten im Nanometerbereich (�nanoasperities�)

aufweisen [8, 77]. Man darf nicht vergessen, dass der relativ groÿe Fehler auch aufgrund

der Di�erenzmessung entsteht. Dieses Verfahren wurde bei den mit (2) und (3) gekenn-

zeichneten Aragonitplättchen entsprechend wiederholt. Das Ausmessen der Höhen dieser

Aragonitplättchen erfolgte mit Hilfe mehrerer weiterer, hier nicht gezeigter, Höhenpro�le.

Die Höhen betragen demnach (508± 35) nm beim Plättchen (2) und (503± 49) nm beim

Plättchen (3). Bei den mit (4) und (5) im Höhenbild (B1) der Abbildung 34 gekennzeich-

neten Aragonitplättchen konnten die Höhen nicht bestimmt werden, da keine geeigneten

Referenzpunkte vorhanden sind. Die ermittelten Höhen stimmen sehr gut mit der in der

Literatur angegebenen Aragonitplättchenhöhe von etwa 500 nm überein [5].

Zweite Probe - Genaue Untersuchung der organischen Matrix

In derAbbildung 36 sind AFM-Aufnahmen der Ober�ächenstruktur eines Bruchstücks182

einer anderen ��at pearl� mit den Scan�ächen von 5, 0 µm ·5, 0 µm bei den Bildern (A) und

(B) sowie von 2, 7 µm · 2, 7 µm bei den Bildern (C) dargestellt. Die jeweils linken Bilder

(Index 1) zeigen wieder die Höhensignale und die rechten Bilder (Index 2) die entsprechen-

den Fehlersignale. Die Ober�ächenstruktur des Probestücks wird hier ebenfalls diskutiert,

da in den AFM-Aufnahmen die Netzwerkstruktur der organischen Matrix aus einzelnen

Filamenten und Poren bzw. Löchern besonders deutlich zu erkennen ist [2, 4]. Das Ab-

bilden der Probenober�äche erfolgte mit einer PeakForce-HiRs-F-A AFM-Sonde in 3ml

einer 0,9mM CaCO3−Lösung bei Verwendung einer Kraft von 300 pN bei den Bildern (A)

und (B) sowie von 200 pN bei den Bildern (C). Alle gezeigten Bilder wurden mit einer

Au�ösung von 512 x 512Pixel und einer Abtastrate von 0, 398Hz aufgenommen.

Die Inkubation des Deckgläschens zwischen dem Mantelepithel und der Schaleninnen-

seite derselben lebenden Meeresschnecke, die auch zur Herstellung der bei der zuvor be-

schriebenen AFM-Untersuchung genutzten ��at pearl�-Probe verwendet wurde, fand eben-

falls über einen Zeitraum von 14 Tagen statt [4]. Nach Gewinnung des Probestücks aus

der ��at pearl� und dem darau�olgenden Fixieren der Probe mittels Zweikomponenten-

kleber in der Petrischale wurde die Probenober�äche mit einer 0,9mM CaCO3−Lösung
befeuchtet [4]. Nach fünf Minuten erfolgte das Hinzufügen von 3ml derselben 0,9mM

CaCO3−Lösung in die Petrischale.

182Gröÿe ebenfalls etwa 5mm · 5mm
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Abbildung 36: AFM-Aufnahmen der Ober�äche der Wachstumsfront eines weiteren ��at
pearl�-Probestücks (14-tägige Inkubation zwischen dem Mantelepithel und der Schalen-
innenseite) in 3ml einer 0,9mM CaCO3−Lösung. Scan�ächen: (A) 5, 0 µm · 5, 0 µm, (B)
5, 0 µm · 5, 0 µm und (C) 2, 7 µm · 2, 7 µm. Bilder mit Index 1 (links) zeigen die Höhen-
signale und Bilder mit Index 2 (rechts) die entsprechenden Fehlersignale. In den Bildern
ist sehr deutlich die Struktur der organischen Matrix (weiÿe Pfeile in (A) und (B)) zwischen
zwei �stacks of coins� (grüne Pfeile in (A)) beobachtbar. (A) und (B) stellen denselben
Ober�ächenbereich dar, jedoch wurde bei (B1) die Höhe so skaliert, dass dort vor allem die
organische Matrix zwischen den �stacks of coins� sichtbar ist. (C) zeigt diesen Bereich der
organischen Matrix vergröÿert. Die organische Matrix ist ein Netzwerk aus verwobenen
Filamenten (weiÿe und rote Dreiecke) und Poren bzw. Löchern (blaue Pfeile) [2, 4].
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Vor dem Einbau der Petrischale mit festgeklebtem Probestück ins AFM wurde hier,

im Gegensatz zu der zuvor beschriebenen AFM-Untersuchung, mit der verwendeten AFM-

Sonde eine �touch�-Kalibrierung183 durchgeführt. Dabei erfolgte mit der AFM-Sonde die

Aufnahme von Kraftkurven auf dem Boden einer weiteren Petrischale, in der sich nur

3ml der 0, 9mM CaCO3−Lösung und keine Probe befanden. Anschlieÿend wurden aus

den erhaltenen Kraftkurven die Federkonstante des Cantilevers und die De�ektionssen-

sitivität ermittelt, sodass auch das später während der Probenuntersuchung aufgezeich-

nete Fehlersignal entsprechend kalibriert war. Die Ermittlung der De�ektionssensitivität

und der Federkonstante aus den Kraftkurven erfolgte direkt mit der AFM-Software. Für

die PeakForce-HiRs-F-A AFM-Sonden184 beträgt die nominale De�ektionssensitivität185

9, 0 nm
V

und die nominale Federkonstante 0, 35 N
m
[122]. Die Kalibrierung der für dieses Ex-

periment verwendeten AFM-Sonde ergab eine De�ektionssensitivität von (12, 0± 1, 5) nm
V

und eine Federkonstante von 0, 20 N
m
.

Im abgebildeten Probenbereich (Bilder (A)) be�nden sich zwei �stacks of coins�, ein

�stack of coins� am unteren Bildrand und ein weiterer �stack of coins� am oberen Bildrand.

Die grünen Pfeile kennzeichnen jeweils einen der �stacks of coins�. Die einzelnen Aragonit-

plättchen des �stack of coins� am unteren Bildrand sind in den Höhenbildern (A1) und

(B1) nicht gut erkennbar. Der zweite, am oberen Bildrand liegende, �stack of coins� be-

steht aus einer gröÿeren Anzahl von übereinanderliegenden Aragonitplättchen. Dabei sind

die einzelnen Plättchen in den Bildern (A) und (B) deutlich sichtbar. Die organische

Matrix überzieht wieder, wie bei der zuvor untersuchten Wachstumsfront, die untersten

Aragonitplättchen, jedoch nicht die oberen Plättchen [4]. Im Bild (A2) ist bereits die netz-

werkartige Filamentstruktur der organischen Matrix im Zwischenraum der �stacks of coins�

und auf den Aragonitplättchenober�ächen gut erkennbar [4]. Diese Netzwerkstruktur aus

Filamenten und Poren bzw. Löchern kann man besser in den Bildern (B) und (C) beobach-

ten. Das Bild (B1) bzw. (B2) zeigt denselben Ober�ächenbereich wie das Bild (A1) bzw.

(A2), jedoch wurde beim Bild (B1) die Höhenskala von 3, 5 µm (Bild (A1)) auf 2, 0 µm

geändert, sodass dort insbesondere die organische Matrix zwischen den �stacks of coins�

sichtbar ist. Die weiÿen Pfeile in den Bildern (A) und (B) markieren diesen Bereich der

organischen Matrix. Das Bild (C1) bzw. (C2) zeigt eine vergröÿerte Aufnahme der orga-

nischen Matrix zwischen den �stacks of coins�, in der die einzelnen Filamente und die Poren

noch wesentlich deutlicher zu erkennen sind. Im rechten Bildbereich ist die Beobachtung

183Die Kalibrierungsprozedur ist in Abschnitt 4.4.4 beschrieben.
184Die genauen Spezi�kationen sind im Anhang in Abschnitt 10.1 zu �nden.
185Für die PeakForce-HiRs-F-A AFM-Sonden konnte nur die nominale De�ektionssensitivität angegeben

werden. Es sind keine Informationen über die minimal und maximal mögliche De�ektionssensitivität
vorhanden.
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der Netzwerkstruktur der organischen Matrix besonders gut möglich. Dort markieren die

weiÿen und roten Dreiecke jeweils den Verlauf eines einzelnen Filaments [4]. Diese zwei Fi-

lamente sind fast senkrecht zueinander angeordnet und im Gröÿenbereich der Darstellung

fast geradlinig ausgerichtet [2]. Beide Filamente verlaufen netzwerkartig wiederum über

und unter anderen ebenfalls nahezu geradlinig ausgerichteten Filamenten [1]. Im linken,

unteren Bildbereich scheinen die Filamente jedoch nicht so strukturiert zu verlaufen. Die

bereits von mir in [2, 4] und in der vorher beschriebenen AFM-Untersuchung beobachteten

Poren bzw. Löcher entstehen durch diese netzwerkartige Anordnung der einzelnen mitei-

nander verwobenen Filamente. Einige verschieden groÿe Poren bzw. Löcher sind in den

Bildern (C) mit blauen Pfeilen gekennzeichnet. Das hochorganisierte Netzwerk der orga-

nischen Matrix besteht sichtbar aus einzelnen Filamenten unterschiedlichen Durchmessers

und aus verschieden groÿen Poren bzw. Löchern zwischen diesen Filamenten [1, 4].

Dritte Probe - Blick auf die Filament-Netzwerkstruktur nach nur 10-tägiger

Inkubation

Darüber hinaus erfolgte die Untersuchung der Ober�ächenstruktur eines Probestücks einer

weiteren ��at pearl�, die allerdings nur 10 Tage zwischen dem Mantelepithel und der In-

nenseite der Schale einer anderen lebenden Meeresschnecke verblieben ist, mit dem AFM

[4]. Während der Präparationsprozedur wurde eine 0,9mM CaCO3−Lösung verwendet.

Das Abbilden der Probenober�äche erfolgte in 3ml der 0,9mM CaCO3−Lösung mit ei-

ner PeakForce-HiRs-F-A AFM-Sonde bei Verwendung einer Abtastrate von 0, 398Hz und

einer Au�ösung von 512 x 512Pixel. Die abbildende Kraft wurde dabei je nach Wahl der

Scan�äche variiert. Die Abbildungen 37 und 38 zeigen für fünf verschiedene Scan-

�ächen jeweils links die Höhensignale (Bilder mit Index 1) und rechts die Fehlersignale

(Bilder mit Index 2). Die Ober�ächenstruktur dieses Probestücks ist hier ebenfalls ge-

zeigt, da auf dieser Probe nach der Strukturuntersuchung auch ein Wachstumsexperiment

durchgeführt wurde. Die detaillierte Beschreibung dieses Wachstumsexperiments, bei dem

die direkte Beobachtung des induzierten Kristallwachstums mit dem AFM gelang, �ndet

sich in Abschnitt 5.2.2.

Vor dem Probeneinbau wurde hier mit der verwendeten AFM-Sonde ebenfalls eine

�touch�-Kalibrierung186 durchgeführt. Die Kalibrierung erfolgte auf dem Boden einer Pe-

trischale, in der sich keine Probe, sondern nur 3ml der 0,9mM CaCO3−Lösung befan-

den. Aus den dabei aufgenommenen Kraftkurven wurden eine De�ektionssensitivität von

(11, 0± 1, 7) nm
V

und eine Federkonstante von 0, 21 N
m
mittels AFM-Software ermittelt.

186Die Kalibrierungsprozedur ist in Abschnitt 4.4.4 beschrieben.
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Abbildung 37: AFM-Aufnahmen der Ober�äche einer ��at pearl�, die nach nur 10-tägiger
Inkubation zwischen dem Mantelepithel und der Schaleninnenseite entstanden ist, in 3ml
einer 0,9mM CaCO3−Lösung. Scan�ächen: (A) 10, 0 µm·10, 0 µm, (B) 8, 1 µm·8, 1 µm und
(C) 5, 0 µm · 5, 0 µm. Bilder mit Index 1 (links) zeigen die Höhensignale und Bilder mit
Index 2 (rechts) die Fehlersignale. Die blauen Pfeile in (A) markieren vier inselartige An-
ordnungen, die vermutlich aus organischer Matrix und Mineral bestehen. Diese Inseln sind
voneinander durch gröÿere Zwischenräume getrennt (gelbe Pfeile in (A)), in denen sich
teilweise organische Matrix be�ndet (weiÿe Pfeile in (A) und (C1)). In (C) ist die Netz-
werkstruktur der organischen Matrix aus Filamenten (blaue, weiÿe und rote Dreiecke) und
Poren (grüne Pfeile) deutlich sichtbar. An, unter und zwischen den Filamenten be�nden
sich bereits viele, zum Teil auch runde, Strukturen (rote Pfeile in (A1), (B1) und (C1)).
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Die AFM-Aufnahmen in derAbbildung 37 zeigen die Ober�äche der Wachstumsfront

in den drei Scan�ächen von 10, 0 µm ·10, 0 µm bei den Bildern (A), von 8, 1 µm ·8, 1 µm bei

den Bildern (B) und von 5, 0 µm·5, 0 µm bei den Bildern (C). Wie oben bereits beschrieben,

wurde diese Wachstumsfront aus einer nach 10-tägiger Inkubation entstandenen ��at pearl�

gewonnen. Das Abbilden der Probenober�äche erfolgte mit einer Kraft von 800 pN bei den

Bildern (A), von 600 pN bei den Bildern (B) und von 300 pN bei den Bildern (C).

In den Höhenbildern (A1), (B1) und (C1) ist die, hier eher inselartig angeordnete,

organische Matrix sehr gut beobachtbar. Vermutlich be�ndet sich unterhalb dieser organi-

schen Matrix bereits Mineral, das während des natürlichen Kristallwachstums entstanden

ist. Zwischen den inselförmigen Anordnungen, die höchstwahrscheinlich aus organischer

Matrix und Mineral bestehen, treten o�ensichtlich gröÿere Lücken auf. Zur Veranschauli-

chung markieren die blauen Pfeile in den Bildern (A) beispielhaft vier solche inselartigen

Anordnungen sowie die gelben und weiÿen Pfeile zwei der Zwischenräume dieser Inseln. In

einem der Zwischenräume (gelbe Pfeile) existiert o�enbar keine organische Matrix oder die

organische Matrix ist bei der gewählten Höhenskala in den AFM-Bildern nicht sichtbar.

Im Gegensatz dazu kennzeichnen die weiÿen Pfeile in den Bildern (A) und im Bild (C1)

einen der Zwischenräume, in dem die organische Matrix gut erkennbar ist. Die Beobach-

tung der bereits vorher beschriebenen Netzwerkstruktur der organischen Matrix ist sowohl

bei den inselartigen Anordnungen als auch zwischen den Inseln möglich. Besonders im

Höhenbild (C1) sind die einzelnen miteinander verwobenen Filamente (blaue Dreiecke)

und die unterschiedlich groÿen Poren (grüne Pfeile) sehr gut zu sehen [2, 4]. Die roten und

weiÿen Dreiecke markieren dort den Verlauf von zwei zueinander parallel ausgerichteten

Filamenten [4]. Zwischen, an und unter den einzelnen Filamenten be�nden sich auÿerdem

bereits viele, teilweise rund aussehende, natürlich entstandene Strukturen. Einige dieser

Strukturen sind in den Höhenbildern (A1), (B1) und (C1) zur Verdeutlichung mit roten

Pfeilen hervorgehoben. Bei diesen in den Bildern bei sehr genauem Betrachten gut zu

erkennenden Strukturen handelt es sich vermutlich um kleine, aus Aragonit bestehende,

natürlich gewachsene Kristalle, die während des Wachstumsexperiments als Nukleations-

bzw. Kristallisationskeime für das induzierte Wachstum von Aragonit bzw. Calciumcar-

bonat dienen könnten [4]. Die globulär aussehenden Strukturen sind möglicherweise auch

Proteinmoleküle, die unterschiedlich stark an den Chitin�lamenten gebunden sind [1, 2].

Solche Proteinmoleküle können auch als Nukleationskeime für das Wachstum wirken [1, 5].

In den gezeigten AFM-Aufnahmen (A) bis (C) ist allerdings nicht erkennbar, ob unterhalb

der gut sichtbaren organischen Matrix bereits Mineral in Plättchenform gewachsen ist.

Die Abbildung 38 zeigt weiter vergröÿerte AFM-Aufnahmen des zuvor in der Abbil-

dung 37 gezeigten Bruchstücks der ��at pearl� mit den kleineren Scan�ächen von 4, 0 µm ·
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4, 0 µm bei den Bildern (D) und von 2, 0 µm · 2, 0 µm bei den Bildern (E), in denen ins-

besondere die Struktur der organischen Matrix noch besser zu sehen ist. Das Abbilden der

Probenober�äche erfolgte mit einer Kraft von 400 pN bei den Bildern (D) und von 150 pN

bei den Bildern (E).

Die einzelnen, netzwerkartig angeordneten Filamente verlaufen in mehreren Schichten

über- und untereinander und die zwischen den Filamenten entstehenden Poren bzw. Löcher

weisen unterschiedliche Durchmesser auf [1, 2]. Zur Veranschaulichung dieser Netzwerk-

struktur markieren die blauen Dreiecke in den Bildern (E) den Verlauf von zwei einzelnen,

nahezu senkrecht zueinander ausgerichteten, Filamenten und die grünen Pfeile in den Bil-

dern (D) einige der Poren [4]. Wie im Höhenbild (E1) gut erkennbar ist, variieren auch die

Durchmesser der einzelnen Filamente. Die Bestimmung der Durchmesser von 60 solchen

Filamenten erfolgt in Abschnitt 5.1.2. Zusätzlich wurden im Höhenbild (E1) zwei ver-

schieden groÿe Poren mit einem gelben und einem grünen Dreieck hervorgehoben. Dabei

kennzeichnet das gelbe Dreieck die gröÿere der zwei Poren. Die Positionen dieser zwei Po-

ren wurden im Bild (E2) ebenfalls mit gelben und grünen Dreiecken markiert. Wie zuvor

erwähnt, hängt der Durchmesser der Poren von der Lage und dem Vernetzungsgrad der

verschiedenen Filamente an den jeweiligen betrachteten Stellen in der organischen Matrix

ab. Je weniger Filamente an einer Stelle vorhanden und dort miteinander verwoben sind,

desto gröÿer sind die Durchmesser der dort entstehenden Poren (z. B. gelbe Dreiecke). Bei

dichter verlaufenden Filamenten bilden sich dementsprechend deutlich kleinere Poren aus

(z. B. grüne Dreiecke). Solche kleineren Poren sind besonders im mittleren Bereich der

Bilder (E) zu sehen. Wie von uns in [1, 2] gezeigt werden konnte, weisen die Poren bzw.

Löcher in der interlamellaren organischen Matrix, die aus Schalen von Meeresschnecken

der ArtHaliotis laevigata stammt, Durchmesser im Bereich von einigen zehn Nanometern

bis zu 200 nm auf. Die roten Pfeile in den Höhenbildern (D1) und (E1) kennzeichnen auch

die bereits in der vorangegangenen Abbildung 37 beobachteten Strukturen, die zwischen,

an und unter den Filamenten auftreten und als Nukleations- bzw. Kristallisationskeime

wirken könnten [4]. Diese Strukturen weisen ebenfalls unterschiedliche Gröÿen auf.

Auch in diesen weiter vergröÿerten AFM-Aufnahmen ist nicht erkennbar, ob sich un-

terhalb der organischen Matrix schon Mineral in Plättchenform be�ndet. Die später in

Abschnitt 5.2.2.4 dargestellten REM-Aufnahmen derselben Probenober�äche zeigen je-

doch Mineral, das auf dem als Substrat verwendeten Deckglas inselartig gewachsen ist.

Die Aufnahmen der REM-Bilder erfolgten allerdings erst nach der Durchführung des

Wachstumsexperiments. Bei dem in den REM-Aufnahmen sichtbaren inselförmig entstan-

denen Mineral handelt es sich wahrscheinlich um natürlich gewachsene Calcitkristalle oder

sphärolithische Aragonitkristalle [3, 180]. Der Vergleich zwischen den in Abbildungen 37
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und 38 gezeigten AFM-Aufnahmen und den REM-Aufnahmen derselben Probenober�äche

(siehe Abb. 55 und 56) spricht dafür, dass sich unterhalb der organischen Matrix in den

AFM-Bildern ebenfalls Mineral be�ndet, das inselförmig gewachsen ist.

Abbildung 38: Weiter vergröÿerte AFM-Aufnahmen der Ober�äche des bereits in Abb.
37 gezeigten Probestücks (Inkubation von 10 Tagen zwischen dem Mantelepithel und der
Schaleninnenseite) in 3ml einer 0,9mM CaCO3−Lösung. Scan�ächen: (D) 4, 0 µm ·4, 0 µm
und (E) 2, 0 µm ·2, 0 µm. Bilder mit Index 1 (links) zeigen die Höhensignale und Bilder mit
Index 2 (rechts) die Fehlersignale. In (D) sind bereits die einzelnen Filamente und Poren
bzw. Löcher (grüne Pfeile) gut beobachtbar. Noch besser sind diese Filamente (blaue
Dreiecke) und Poren (gelbe und grüne Dreiecke) in (E) sichtbar. Die Filamente, deren
Durchmesser variieren, verlaufen dabei in mehreren Schichten über- und untereinander
[4]. Die durch diese netzwerkartige Anordnung der Filamente hervorgerufenen Poren sind
unterschiedlich groÿ [2]. Die roten Pfeile in (D1) und (E1) markieren einige der natürlich
entstandenen Strukturen, die sich an, unter und zwischen den Filamenten be�nden.

Zur besseren Sichtbarkeit einiger der in diesem Abschnitt 5.1.1 gezeigten Ober�ächen-

strukturen der drei ��at pearl�-Probestücke sind die dreidimensionalen Rekonstruktionen

(3D-Rekonstruktionen) der in Abbildungen 34 bis 38 dargestellten Höhensignale zusätzlich
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in den Abbildungen 93 bis 96 im Anhang in Abschnitt 10.2 zu �nden.

Die in allen gezeigten AFM-Aufnahmen der aus ��at pearls� gewonnenen Wachstums-

fronten beobachteten Poren bzw. Löcher in der organischen Matrix ermöglichen es, dass

sich während des Aragonitwachstums Mineralbrücken ausbilden können und so die Kris-

tallorientierung an das neu entstehende, darüberliegende Aragonitplättchen weitergegeben

werden kann [4, 14]. Solche Mineralbrücken sind kristalline Verbindungen, die in verti-

kaler Richtung zwischen zwei direkt übereinanderliegenden Aragonitplättchen entstehen

[5, 14]. In [18] konnte von Gries et al. mittels Elektronentomographie nachgewiesen wer-

den, dass solche vertikalen, kristallinen Verbindungen, die einen Durchmesser von etwa

30 nm aufweisen, tatsächlich zwischen den übereinander angeordneten Aragonitplättchen

vorhanden sind [4]. Darüber hinaus gestatten diese Poren bzw. Löcher ebenfalls die Di�u-

sion der für die Kristallbildung benötigten Calciumionen (Ca2+-Ionen) und Carbonationen

(CO 2−
3 -Ionen) sowie von organischen Bestandteilen [4, 5]. Wie in Abschnitt 2.3.1 beschrie-

ben, wurde z. B. von Weiss et al. in [73] gezeigt, dass die organische Matrix aus den Schalen

von Meeresschnecken der ArtHaliotis rufescens aus Chitin besteht. Die organische Matrix,

die von Meeresschnecken der ArtHaliotis tuberculata stammt, ist o�ensichtlich ein hoch-

organisiertes aus Chitin�lamenten bzw. Chitinfasern und aus zwischen diesen Filamenten

auftretenden Poren bzw. Löchern bestehendes Netzwerk [2, 4]. Zudem konnte von uns in

[1] gezeigt werden, dass an den Chitin�lamenten der interlamellaren organischen Matrix

aus Schneckenschalen der ArtHaliotis laevigata zahlreiche globuläre Strukturen gebunden

sind, bei denen es sich vermutlich um die angelagerten Proteine handelt [4].

5.1.2 Bestimmung der Filamentdurchmesser der organischen Matrix

Wie besonders gut in den AFM-Höhenbildern der Abbildung 38 erkennbar ist, unterschei-

den sich die Durchmesser der einzelnen Filamente. Um eine quantitative Aussage über

die auftretende Verteilung der Filamentdurchmesser zu erhalten, können jedoch aus den

AFM-Aufnahmen nur die Höhen einzelner Filamente genau ausgemessen werden. Betrach-

tet man den Querschnitt eines solchen einzeln verlaufenden Filaments als exakt rund, so

entspricht die ausgemessene Höhe gerade dem Filamentdurchmesser.

Wie in Abschnitt 4.4 bereits erwähnt, besitzt die Spitze einer PeakForce-HiRs-F-A

AFM-Sonde einen nominalen Radius von einem Nanometer187 [122]. Die Breite bzw. die

laterale Ausdehnung der verschiedenen Filamente in den AFM-Aufnahmen liegt o�en-

sichtlich im Bereich von wenigen Nanometern bis zu einigen zehn Nanometern. Die Geo-

metrie und die endlichen Abmessungen188 der Spitze der verwendeten AFM-Sonde füh-

187Der Radius der PeakForce-HiRs-F-A AFM-Sonde kann bis zu zwei Nanometer betragen [122].
188Radius, Höhe und Ö�nungswinkel
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stets auf dem höchsten Punkt des oberen Filaments platziert. Das Ausmessen der Fila-

menthöhe konnte nun mit zwei Methoden erfolgen. Bei der ersten Methode wurde, wie im

Bild (B) gezeigt ist, zunächst die Di�erenz 4h1 zwischen dem Höhenwert am höchsten

Punkt des oberen Filaments (mittlere Markerposition (2) mit hMitte = (25, 3± 0, 5) nm)

und der Höhe des unteren Filaments an der Markerposition auf der linken Seite (Marker-

position (1) mit hlinks = (12, 6± 0, 5) nm) ermittelt. Anschlieÿend fand die Berechnung

der Höhendi�erenz 4h2 zwischen den zwei Markerpositionen statt. Dafür wurde diesmal

der zweite Marker auf dem unteren Filament auf der im Höhenpro�l liegenden rechten Sei-

te (Markerposition (3) mit hrechts = (11, 4± 0, 5) nm) platziert. Die einzelnen Höhenwerte

konnten dabei jeweils mit einer Genauigkeit von ±0, 5 nm aus dem Höhenpro�l abgele-

sen werden. Damit ergaben sich hier die Höhendi�erenzen 4h1 = (12, 7± 1, 0) nm und

4h2 = (13, 9± 1, 0) nm. Danach erfolgte die Berechnung des Mittelwerts der beiden zu-

vor ermittelten Höhendifferenzen. Damit erhielt man nun nach der ersten Methode eine

Höhe von 4h = (13, 3± 0, 6) nm für das betrachtete Filament. Beim zweiten Verfahren

wurde direkt eine �Nulllinie� (schwarze Linie im Bild (B)) durch die Ausläufer des ge-

messenen Höhenpro�ls gelegt und die Di�erenz zwischen dem höchsten Punkt des oberen

Filaments und dieser �Nulllinie� an der mittleren Markerposition bestimmt. Der Höhen-

wert der �Nulllinie� an der mittleren Markerposition betrug dabei hN = (12, 0± 0, 5) nm.

Bei dieser Methode ergab sich eine Höhe von 4h = (13, 3± 1, 0) nm für das untersuchte

Filament. Wird der Filamentquerschnitt nun als exakt rund angenommen, so beträgt der

Durchmesser dieses Filaments dementsprechend etwa 13,3 nm.

Abbildung 40: Vermessung der Höhe eines einzelnen Filaments. In (A) ist eines der AFM-
Höhenbilder aus Abb. 38 dargestellt. (B) zeigt das Höhenpro�l, das entlang der in (A) blau
hervorgehobenen Linie verläuft. Der weiÿe Pfeil in (A) markiert zusätzlich, zur besseren
Sichtbarkeit, die blaue Linie. In (B) sind die Markerpositionen (rote, vertikale Linien) und
die �Nulllinie� (schwarze Linie) zur Ermittlung der Filamenthöhe eingezeichnet.
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Aus allen bei der Strukturuntersuchung dieses Probetsücks aufgenommenen AFM-

Bildern wurden die Höhen von insgesamt 60 einzeln verlaufenden Filamenten gemäÿ dem

oben geschilderten Verfahren ausgemessen. Die Abbildung 41 zeigt das Histogramm,

d. h. die Anzahl der Filamente in den entsprechenden 1 nm breiten Höhenintervallen. Die

Vermessung der Höhe gelang nur bei 60 verschiedenen Filamenten, da es sich als schwierig

erwies, geeignete Stellen in den Höhenbildern zu �nden. Bei den AFM-Aufnahmen mit

gröÿeren Scan�ächen als 5, 0 µm · 5, 0 µm konnten die Filamenthöhen nicht bestimmt wer-

den, da die Au�ösung dieser aufgenommenen Bilder dafür nicht ausreichte. Die ausgemes-

sene Höhe entspricht bei Annahme eines runden Filamentquerschnitts dem Durchmesser

des Filaments. Es treten also Filamente mit Durchmessern zwischen 3 nm und 18 nm in der

organischen Matrix der hier untersuchten Wachstumsfront auf. Dabei sind am häu�gsten

Filamente mit Durchmessern im Bereich von 5 nm bis 13 nm anzutre�en, wobei Filament-

durchmesser zwischen 6 nm und 7 nm sowie zwischen 9 nm und 10 nm in der Messung sehr

stark vertreten sind.

Möglicherweise ergaben sich bei der Vermessung keine gröÿeren Filamentdurchmesser

als 18 nm, da die Ermittlung der Höhe nur bei solchen Filamenten erfolgen konnte, die

einzeln und genau über einem anderen Filament verlaufen. Chitin ist ein Polysaccharid,

das aus langen, linearen Polymerketten besteht, die in der Natur je nach Acetylierungsgrad

aus β-(1,4)-glykosidisch verknüpften N-Acetylglucosamin-Monomeren und Glucosamin-

Monomeren gebildet werden [186, 187]. Je nach Anordnung und Orientierung190 dieser

linearen Polymerketten zueinander unterscheidet man α−, β− und γ−Chitin [188, 189].

Die Ausdehnung der Monomermoleküle, die Anordnung der linearen Polymerketten und

die vorhandenen Restgruppen sowie deren Anordnung bestimmen den minimal möglichen

Durchmesser eines Chitin�laments.

Beim Strukturaufbau der Cuticula191 von Gliederfüÿern (Arthropoda) wird allgemein

angenommen, dass 18 bis 25 solcher Polymerketten, die sich jeweils antiparallel anordnen,

dünne α−Chitinnanofasern bilden [191]. Diese Nanofasern weisen jeweils einen Durchmes-
ser von etwa 3 nm und eine Länge von etwa 300 nm auf [190, 191]. Mehrere dünne Nano-

fasern, die zusätzlich von Proteinen umhüllt sind, bilden zusammen wiederum Chitin-

Protein-Fasern mit einem deutlich gröÿeren Durchmesser von etwa 20 nm [190]. So ge-

lang es, z. B. 3 nm dicke Nanofasern aus α−Chitin im Exoskelett der KrabbenartCarcinus

maenas nachzuweisen [192]. Im Vergleich dazu konnten z. B. Falini et al. in [79] anhand von

Röntgenbeugungsuntersuchungen zeigen, dass die organische Matrix, die aus dem Gladi-

us192 des Kalmars Loligo sanpaulensis gewonnen wurde, aus β−Chitin aufgebaut ist. Dieser
190parallel und/oder antiparallel
191Die Cuticula bildet dabei das Exoskelett (Auÿenskelett) [190].
192englisch: pen
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Kalmar gehört ebenfalls wie die Meeresschnecken (Gastropoda) zum Stamm der Weichtiere

(Mollusca), ist aber nach der biologischen Klasseneinteilung ein Kop�üÿer (Cephalopoda)

[193]. Weitere Untersuchungen der organischen Matrix aus Schalen von unterschiedlichen

Mollusken in [81, 91, 194] legen die Vermutung nahe, dass auch die organische Matrix,

die aus Schalen von Meeresschnecken der Art Haliotis tuberculata stammt, aus β−Chitin
besteht. Allerdings gibt es dazu bisher keine genaueren Untersuchungen.

Abbildung 41: Histogramm der ausge-
messenen Höhen, die dem Filament-
durchmesser entsprechen, für 60 Fi-
lamente. Dabei ist die Anzahl bzw.
Häu�gkeit der auftretenden Höhen in
1 nm breiten Intervallen dargestellt.

In meinen AFM-Untersuchungen treten o�enbar aus Chitin bestehende Nano�lamente

bzw. Nanofasern mit einem Durchmesser von etwa 3 nm bis 6 nm auf, die sich wiede-

rum mit weiteren Chitinfasern zu gröÿeren Faseraggregaten mit Durchmessern im Bereich

von 6 nm bis 18 nm zusammenlagern können. Auÿerdem sind an diesen Filamenten in

der organischen Matrix, wie von uns in [1, 2] für die interlamellare Matrix aus Schalen

von Meeresschnecken der Art Haliotis laevigata gezeigt wurde, zahlreiche Proteinmoleküle

gebunden.

5.1.3 Vergleichsuntersuchung zur Eignung der beiden AFM-Sondenarten

Wie bisher gezeigt, konnte die Ober�ächenstruktur der Wachstumsfronten aus ��at pearls�

mit den PeakForce-HiRs-F-A AFM-Sonden sehr gut aufgelöst abgebildet werden. Dabei

gelang die Beobachtung der Struktur der �stacks of coins� aus einzelnen übereinanderlie-

genden Aragonitplättchen und organischer Matrix sowie der Netzwerkstruktur der orga-

nischen Matrix mit den einzelnen Filamenten und Poren bzw. Löchern.

Da bei den später durchgeführten Wachstumsexperimenten auch die ScanAsyst-Air

AFM-Sonden Verwendung fanden sollten, wurden diese AFM-Sonden ebenfalls für die

Untersuchung der Ober�ächenstruktur der Wachstumsfronten getestet.
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Abbildung 42: AFM-Aufnahmen der Ober�äche drei verschiedener Probestücke von
Wachstumsfronten aufgenommen mit ScanAsyst-Air AFM-Sonden jeweils in 3ml einer
0,9mM CaCO3−Lösung. Die Probestücke wurden aus nach 14-tägiger Inkubation ent-
standenen ��at pearls� gewonnen. Scan�ächen: (A), (B) und (C) 5, 0 µm · 5, 0 µm. Die
linken Bilder (Index 1) zeigen die Höhensignale und die rechten Bilder (Index 2) die ent-
sprechenden Fehlersignale. Jeweils ein �stack of coins� (schwarze Pfeile) und die einzelnen
Aragonitplättchen sind sichtbar. Die Struktur der organischen Matrix auf den Aragonit-
plättchen (blaue Pfeile in (A)) und zwischen den �stacks of coins� (rote, gelbe, weiÿe und
grüne Pfeile) ist in den Höhenbildern nicht erkennbar. Die netzwerkartige Struktur der
organischen Matrix aus einzelnen Filamenten (blaue und grüne Dreiecke in (B2)) und
Poren bzw. Löchern ist nur teilweise in (A2), (B2) und (C2) beobachtbar.
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Die Abbildung 42 zeigt die mit dem AFM aufgenommenen Ober�ächen der Wachs-

tumsfronten von drei verschiedenen ��at pearl�-Probestücken mit der Scan�äche von je-

weils 5, 0 µm · 5, 0 µm bei den Bildern (A), (B) und (C). Dabei stellen die Bilder mit dem

Index 1 die Höhensignale und die Bilder mit dem Index 2 die entsprechenden Fehlersignale

dar. Die Präparationen aller Probestücke fanden ebenfalls analog zu den in Abschnitten

4.2.1 und 4.2.2 beschriebenen Verfahren statt. Die Inkubation der ��at pearls�, aus denen

diese Probestücke gewonnen wurden, erfolgte über einen Zeitraum von 14 Tagen zwischen

dem Mantelepithel und der Schaleninnenseite verschiedener lebender Meeresschnecken [4].

Für die Benetzung der Probenober�äche während der Präparationsprozedur kam jeweils

eine 0,9mM CaCO3−Lösung zum Einsatz. Nach Abbinden des Zweikomponentenklebers,

mit dem die Fixierung der Probestücke in den Petrischalen erfolgte, wurden jeweils 3ml

der 0,9mM CaCO3−Lösung in die Petrischalen hinzugefügt. Nach der Probenpräparation

fand zunächst jeweils die Kalibrierung der für die Untersuchung verwendeten ScanAsyst-

Air AFM-Sonde gemäÿ den in Abschnitt 4.4.4 beschriebenen Verfahren statt.

Vor der Probenuntersuchung der in den Bildern (A) gezeigten Wachstumsfront erfolg-

te für die genutzte AFM-Sonde eine �touch�-Kalibrierung. Bei dieser Kalibrierung erga-

ben sich eine Federkonstante von 0, 43 N
m
für den Cantilever und eine De�ektionssensitivi-

tät193 von (25, 3± 0, 4) nm
V
. Die Aufnahme der Bilder (A) erfolgte mit einer Au�ösung von

256 x 256Pixel, einer Abtastrate von 0, 300Hz und einer abbildenden Kraft von 801 pN.

Vor den Untersuchungen der Probestücke, deren Ober�ächenstrukturen in den Bildern

(B) und (C) gezeigt sind, wurden die jeweiligen, zum Abbilden der Probenober�ächen

verwendeten AFM-Sonden ebenfalls nach der �touch�-Methode kalibriert. Dabei ergaben

sich jeweils sehr ähnliche Werte für die De�ektionssensitivität und die Federkonstante.

Das Abbilden der Probenober�äche bei den Bildern (B) erfolgte mit einer Auflösung von

256 x 256Pixel, einer Abtastrate von 0, 300Hz und einer Kraft von 1100 pN. Die Bilder (C)

wurden mit einer Au�ösung von 512 x 512Pixel, einer Abtastrate von 0, 398Hz und einer

abbildenden Kraft von 1000 pN aufgenommen. Die dreidimensionalen Rekonstruktionen

der in Abbildung 42 dargestellten Höhensignale sind in der Abbildung 97 im Anhang in

Abschnitt 10.2 gezeigt.

In allen Bildern (A) bis (C) sind jeweils ein �stack of coins� (schwarze Pfeile) und

die einzelnen Aragonitplättchen mit nach oben abnehmenden lateralen Ausdehnungen

erkennbar [4]. Die meisten, besonders die unteren, Aragonitplättchen des �stack of coins�

in den Bildern (A) scheinen mit organischer Matrix bedeckt zu sein. Die blauen Pfeile

kennzeichnen dort zwei der unteren Aragonitplättchen dieses �stack of coins�, der auch

193Die nominale De�ektionssensitivität der ScanAsyst-Air AFM-Sonden beträgt 30, 0 nm
V
. Es können

keine Informationen über die minimal und maximal mögliche De�ektionssensitivität angegeben
werden.
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von organischer Matrix (gelbe Pfeile) umgeben ist. Zur besseren Sichtbarkeit markieren

die roten Pfeile die organische Matrix zwischen diesem �stack of coins� und dem nur

teilweise am linken Bildrand sichtbaren zweiten �stack of coins�. Die Beobachtung der

vorher beschriebenen Netzwerkstruktur der organischen Matrix ist im Höhenbild (A1)

weder auf den einzelnen Aragonitplättchen noch zwischen den �stacks of coins� möglich.

Im Bild (A2) ist die netzwerkartige Filamentstruktur der organischen Matrix auch nur

ansatzweise erkennbar. Der �stack of coins� in den Bildern (B) besteht aus einer gröÿeren

Anzahl von übereinanderliegenden Aragonitplättchen als die anderen beiden abgebildeten

�stacks of coins�. Neben diesem �stack of coins� sind im linken Bereich des Bildes (B2)

die einzelnen miteinander verwobenen Filamente (z. B. blaue und grüne Dreiecke) und die

zwischen diesen Filamenten auftretenden Poren bzw. Löcher sichtbar [4]. Die weiÿen Pfeile

in den Bildern (B) markieren diesen Bereich der organischen Matrix. Auch bei höherer

Au�ösung von 512 x 512Pixel sowie bei etwa gleicher abbildender Kraft und Abtastrate

verglichen mit den Bildern (B) ist die Struktur der organischen Matrix in den Bildern (C)

nicht besser erkennbar (grüne Pfeile). Möglicherweise konnten die Ober�ächenstrukturen

der in den Bildern (A) bis (C) gezeigten Wachstumsfronten mit den ScanAsyst-Air AFM-

Sonden nicht besser aufgelöst abgebildet werden, da es nicht möglich war, die jeweils zum

Abbilden der Probenober�ächen notwendige Kraft weiter zu reduzieren.

Insgesamt gelang es, mit den ScanAsyst-Air AFM-Sonden zwar die einzelnen Aragonit-

plättchen der �stacks of coins� aufzunehmen, jedoch erwies es sich als äuÿerst schwierig, die

Netzwerkstruktur der weichen organischen Matrix abzubilden. Jedoch konnten die obers-

ten Aragonitplättchen recht gut abgebildet werden. Die Beobachtung des Wachstums von

Calciumcarbonatkristallen ist demnach bei Verwendung der ScanAsyst-Air AFM-Sonden

nur direkt auf den obersten Aragonitplättchen möglich. Daher wurden diese AFM-Sonden

auch bei den Wachstumsexperimenten genutzt.

5.2 Direkte Beobachtung des induzierten Wachstums auf ��at

pearl�-Ober�ächen

Nach der Charakterisierung der Ober�ächenstruktur der Wachstumsfronten, die im vor-

herigen Abschnitt 5.1 ausführlich beschrieben ist, erfolgte die Durchführung von mehreren

Wachstumsexperimenten auf dieser Art von Ober�äche. Dabei fanden zum Abbilden der

Probenober�ächen sowohl PeakForce-HiRs-F-A AFM-Sonden als auch ScanAsyst-Air194

AFM-Sonden Verwendung. Obwohl mit den ScanAsyst-Air AFM-Sonden keine gut auf-

gelöste Abbildung der Ober�ächenstruktur der Wachstumsfronten gelang, wurden diese

194Spezi�kationen beider AFM-Sondenarten siehe Anhang (Abschnitt 10.1)
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AFM-Sonden auch für die direkte Beobachtung des Kristallwachstums getestet. Allerdings

konnte bei Verwendung der ScanAsyst-Air AFM-Sonden kein Wachstum von Calciumcar-

bonatkristallen auf den ��at pearl�-Probestücken beobachtet werden.

Im Folgenden �nden sich daher nur die detaillierten Beschreibungen der Durchführung

und der Ergebnisse von zwei Wachstumsexperimenten, bei denen die Probenober�ächen

mit den PeakForce-HiRs-F-A AFM-Sonden abgebildet wurden. Dabei gelang es auch, das

Wachstum von Calciumcarbonatkristallen direkt mit dem AFM zu beobachten und auf-

zunehmen.

5.2.1 Erstes Wachstumsexperiment auf einer ��at pearl�-Ober�äche

5.2.1.1 Aufnahme der AFM-Bildsequenz

Dieses Wachstumsexperiment wurde auf einem Probestück der Wachstumsfront einer ��at

pearl�, das eine Gröÿe von etwa 4mm · 4mm aufwies, durchgeführt. Dafür verblieb die

verwendete ��at pearl� bis zur Entnahme 14 Tage im extrapallialen Raum zwischen dem

Mantelepithel und der Schaleninnenseite [4]. Die Vorbereitung des Probestücks erfolgte

analog zu der Präparationsprozedur für die Strukturuntersuchungen. Dazu wurde die ��at

pearl� in mehrere kleinere Bruchstücke zerlegt, das letztendlich ausgewählte Probestück

mittels Zweikomponentenkleber in einer Petrischale �xiert, die Probe nach dem Aufkle-

ben mit einer 1mM CaCO3−Lösung benetzt und anschlieÿend, nach dem Abbinden des

Zweikomponentenklebers, ein Volumen von 3ml derselben 1mM CaCO3−Lösung in die

Petrischale pipettiert [4]. Vor der Probenuntersuchung fand die Kalibrierung der verwen-

deten AFM-Sonde gemäÿ der in Abschnitt 4.4.4 geschilderten �no touch�-Methode statt.

Diese Kalibrierung erfolgte in einer zweiten Petrischale ohne Probestück und mit 3ml der

1mM CaCO3−Lösung. Wie bereits bei den Strukturuntersuchungen beschrieben, wurde

nach dem Einbau der präparierten Probe ins AFM zunächst ein geeigneter Probenbereich

ausgewählt.

Sobald das Abbilden des ausgewählten Probenbereichs, auf dem die Beobachtung

der Nukleation und des Wachstums von Calciumcarbonat statt�nden sollte, stabil über

einen Zeitraum von etwa 30 Minuten gelang, wurde die kontinuierliche Aufnahme der

Bilder für das Wachstumsexperiment gestartet. Da es hier bei gröÿeren Scan�ächen als

5, 0 µm · 5, 0 µm kaum möglich war, die abbildende Kraft stabil über einen längeren Zeit-

raum einzustellen, fand die Aufnahme der Bilder mit dieser maximal möglichen Scan�äche

von 5, 0 µm · 5, 0 µm statt. Zusätzlich wurde wieder darauf geachtet, die Probenober�äche

mit möglichst minimaler Kraft abzurastern, um insbesondere die organische Matrix nur

wenig zu beschädigen.
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Das Abbilden der Probenober�äche erfolgte mit einer PeakForce-HiRs-F-A195 AFM-

Sonde bei Verwendung einer Abtastrate von 0, 400Hz, einer Au�ösung von 256 x 256Pixel

und einer Kraft von 250 pN. Mit den gewählten Einstellungen dauerte die Aufnahme eines

Bildes etwa 11 Minuten. Während des gesamten Wachstumsexperiments wurden daher

prinzipiell alle 11 Minuten Bilder über einen Gesamtzeitraum von 572 Minuten aufgenom-

men.

DieAbbildung 43 zeigt ausgewählte Bilder aus der aufgezeichneten AFM-Bildsequenz

der Wachstumsfront einer, nach 14-tägiger Inkubation aus dem extrapallialen Raum ent-

nommenen, ��at pearl�. Dort sind die Höhenbilder (Index 1) jeweils oben und die Fehler-

signalbilder (Index 2) jeweils unten dargestellt. Im Folgenden bezeichnet die Angabe �die

Bilder (z. B. A)� wie bereits zuvor immer das Höhenbild (A1) und das Fehlersignalbild

(A2). Die einzelnen Bilder (A) bis (H) zeigen denselben Bereich der Probenober�äche mit

einer Scan�äche von 5, 0 µm ·5, 0 µm über einen Zeitraum von 491 Minuten, jedoch zu ver-

schiedenen Zeitpunkten. Die zeitlichen Abstände zwischen diesen ausgewählten gezeigten

Bildern sind dabei nicht gleich und im Weiteren detailliert beschrieben.

Während dieses Wachstumsexperiments wurde insgesamt dreimal ein de�niertes Volu-

men (0,75ml oder 1ml) der CaCO3−Lösung aus der Petrischale gegen das gleiche Volumen
einer höher übersättigten 2mM CaCO3−Lösung ausgetauscht, um das Wachstum von Cal-

ciumcarbonatkristallen auf der Probenober�äche des ��at pearl�-Bruchstücks zu initiieren

[4]. Das Ansetzen aller CaCO3−Lösungen erfolgte immer im Chemielabor bei einer nahe-

zu konstanten Umgebungstemperatur von etwa 24 °C, wohingegen die Durchführung der

AFM-Experimente im AFM-Raum meistens bei einer deutlich anderen196 Umgebungs-

temperatur stattfand. Daher musste die hergestellte 2mM CaCO3−Lösung nach dem An-

setzen zunächst für etwa 30 Minuten unter die Abdeckung direkt neben das AFM gestellt

werden, damit eine Anpassung der Temperatur der übersättigten 2mM CaCO3−Lösung
an die Temperatur der CaCO3−Lösung in der Petrischale statt�nden konnte. Das Aus-

tauschen der CaCO3−Lösungen während des Wachstumsexperiments erfolgte gemäÿ der in

Abschnitt 4.4.5 beschriebenen Prozedur mit Hilfe einer Pipette und eines Silikonschlauchs.

Dazu musste der Silikonschlauch vor dem Experiment entsprechend der in Abschnitt 4.4.5

geschilderten Reinigungsprozedur sorgfältig gesäubert werden, um kristalline Rückstände

aus zuvor durchgeführten AFM-Untersuchungen sicher zu entfernen [4].

195Die nominale De�ektionssensitivität der PeakForce-HiRs-F-A AFM-Sonden beträgt 9, 0 nm
V
.

196vor allem in den Sommermonaten
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Abbildung 43: Erstes Wachstumsexperiment: ausgewählte Aufnahmen aus der AFM-
Bildsequenz desselben Probenbereichs eines ��at pearl�-Bruchstücks mit der Scan�äche
von jeweils 5, 0 µm · 5, 0 µm über einen Zeitraum von 491 Minuten. Bilder mit Index 1
(jeweils oben) zeigen die Höhensignale und Bilder mit Index 2 (jeweils unten) die Fehler-
signale. Bei (A) befand sich die Probe in 3ml einer 1mM CaCO3−Lösung. Das blaue, rote
und grüne Dreieck markieren jeweils den Austausch der CaCO3−Lösungen. Beim blauen
Dreieck wurden 0,75ml der CaCO3−Lösung aus der Petrischale entfernt und das gleiche
Volumen einer 2mM CaCO3−Lösung eingespült. Weiterhin erfolgte zweimal (rotes und
grünes Dreieck) das Einspülen von jeweils 1ml einer 2mM CaCO3−Lösung. Damit erga-
ben sich folgende Konzentrationen der CaCO3−Lösung in der Petrischale: (A) 1mM, (B)
1, 25mM, (C) bis (E) 1, 5mM und (F) bis (H) 1, 7mM. Die Zeitspannen zwischen den
Bildern betragen: (A) bis (B) 119min, (B) bis (C) 30min, (C) bis (D) 74min, (D) bis (E)
119min, (E) bis (F) 39min, (F) bis (G) und (G) bis (H) jeweils 55min.
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Im Folgenden �ndet sich als Beispiel die genaue Beschreibung der gesamten Aus-

tauschprozedur für dieses Wachstumsexperiment, bei dem die Lösungsaustausche nicht

direkt während des Abbildens der Probenober�äche durchgeführt wurden. Beim ersten

Austausch erfolgte zuerst die Entnahme von 0,75ml der CaCO3−Lösung aus der Petri-

schale. Dafür wurde das Abrastern der Probenober�äche gestoppt und die Spitze etwa

100 µm bis 200µm von der Probenober�äche mittels AFM-Software weggefahren sowie

anschlieÿend die CaCO3−Lösung vorsichtig mittels Pipette und Silikonschlauch aus der

Petrischale entnommen. Danach fanden zwei Spülvorgänge des Silikonschlauchs mit der

2mM CaCO3−Lösung statt (jeweils zweimal 1ml). Nach dem Spülen erfolgte die Zugabe

des gleichen Volumens (0,75ml) der übersättigten 2mMCaCO3−Lösung in die Petrischale.
Um eine bessere Durchmischung der CaCO3−Lösung in der Petrischale zu gewährleisten,

wurde nach dem Einfüllen der 2mM CaCO3−Lösung zusätzlich zweimal jeweils 1ml der

CaCO3−Lösung aus der Petrischale vorsichtig herausgesogen und direkt wieder eingespült.
Bei dieser Austauschprozedur durften erstens keine Luftblasen in der CaCO3−Lösung, die
sich in der Petrischale befand, entstehen. Diese Luftblasen hätten sonst nämlich unter den

Cantilever gelangen können und so ein weiteres Abbilden der Probenober�äche verhindert

[4]. Zweitens durfte sich der abgebildete Probenbereich beim Lösungsaustausch nicht merk-

lich verschieben, da für die Beobachtung des Kristallwachstums derselbe Probenbereich

über einen längeren Zeitraum (mehrere Stunden) aufgenommen werden musste. Nach dem

Austausch erfolgten das Wiederannähern der Spitze an die Probenober�äche und das er-

neute Starten des Abrasterns mittels AFM-Software. Bedingt durch das Wegfahren und

das Wiederannähern der Spitze hat sich nach dem Austausch der CaCO3−Lösungen der

abgebildete Ober�ächenbereich etwas verschoben. Beim zweiten und dritten Lösungsaus-

tausch wurden jeweils 1ml der CaCO3−Lösung aus der Petrischale entnommen und 1ml

der 2mM CaCO3−Lösung eingespült. Die drei verschiedenfarbigen Dreiecke (blaues, ro-

tes und grünes Dreieck) in der Abbildung 43 kennzeichnen jeweils den Austausch der

CaCO3−Lösungen während des Wachstumsexperiments.

Da das anfängliche Volumen der CaCO3−Lösung in der Petrischale (3ml) genau be-

kannt ist und de�nierte Volumina von Lösungen ausgetauscht wurden, kann die neue

bzw. verwendete Konzentration der CaCO3−Lösung in der Petrischale nach jedem Aus-

tausch berechnet werden. Allerdings nehmen die Konzentrationen der Calciumionen und

der Carbonationen während des Wachstums der Calciumcarbonatkristalle bzw. des Ara-

gonits ab, wodurch die tatsächlich vorhandene Konzentration der CaCO3−Lösung in der

Petrischale nicht bekannt ist [4]. Die verwendeten Konzentrationen der CaCO3−Lösung
in der Petrischale und die Zeitspannen, in der sich das Probestück in der jeweiligen

CaCO3−Lösung befand, sind in der Tabelle 2 zusammengefasst.
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Im Weiteren ist dieses Wachstumsexperiment detailliert beschrieben. Zur besseren

Übersicht zeigt die Abbildung 44 einen Zeitstrahl, der die Abfolge des Wachstumsexpe-

riments in allen Einzelheiten schematisch darstellt. Dort sind die verwendeten Konzentra-

tionen der CaCO3−Lösung in der Petrischale, die Zeitpunkte der einzelnen Bildaufnahmen
und der Austausche der CaCO3−Lösungen sowie die gesamte Laufzeit des Wachstumsex-

periments angegeben. Zusätzlich erfolgt auch die Nennung der Zeitabstände, die zwischen

den Aufnahmen der einzelnen Bilder (A) bis (H) vergingen.

Konzentration der
CaCO3−Lösung

Gesamtzeitraum der Probe
in der jeweiligen Lösung

Bilder

1mM 150 Minuten (A)
1,25mM 107 Minuten (B)
1,5mM 224 Minuten (C) bis (E)
1,7mM 219 Minuten (F) bis (H)

Tabelle 2: Verwendete Konzentrationen der CaCO3−Lösung in der Petrischale und Zeit-
raum der Probe in der jeweiligen Lösung während des ersten Wachstumsexperiments auf
einer ��at pearl�-Ober�äche (siehe Abb. 43). Die Bilder (A) bis (H) zeigen die Probenober-
�äche über einen Zeitraum von 491 Minuten. Das Probestück befand sich vor dem ersten
Austausch bereits 150 Minuten in der 1mM CaCO3−Lösung.

Das Abbilden der Probenober�äche zu Beginn des Wachstumsexperiments (Bilder (A))

erfolgte noch in den 3ml der 1mM CaCO3−Lösung, die nach der Probenpräparation in

die Petrischale pipettiert wurden. Die Probe befand sich bis zur Aufnahme der Bilder

(A) etwa 136 Minuten in der 1mM CaCO3−Lösung. Ein für Wachstumsfronten typischer

�stack of coins� und die übereinander angeordneten Aragonitplättchen, aus denen dieser

�stack of coins� besteht, sind deutlich erkennbar. Das oberste in der Mitte be�ndliche Ara-

gonitplättchen weist nur eine geringe laterale Ausdehnung von etwa 650 nm · 650 nm auf

und hat vermutlich gerade erst begonnen zu wachsen [4]. Die organische Matrix, deren

Netzwerkstruktur in allen Bildern beobachtbar ist, bedeckt die einzelnen sichtbaren Ara-

gonitplättchen vollständig. Vor dem ersten Austausch der CaCO3−Lösungen befand sich

die Probe insgesamt etwa 150 Minuten in der 1mM CaCO3−Lösung.
Nach der Aufnahme der Bilder (A) wurden 0,75ml der CaCO3−Lösung aus der Petri-

schale gegen 0,75ml der 2mM CaCO3−Lösung ausgetauscht (blaues Dreieck in der Abb.

43). Die verwendete Konzentration der CaCO3−Lösung in der Petrischale betrug da-

nach 1,25mM. Zwischen den Bildern (A) und (B) ist eine Zeitspanne von 119 Minuten

vergangen. Wie bereits zuvor erwähnt, hat sich der abgebildete Probenbereich nach dem

Austausch bedingt durch das Wegfahren und das Wiederannähern der Spitze marginal

verschoben. Zusätzlich bewegte sich der anfangs abgebildete Probenbereich beim Abras-
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tern während der 119 Minuten nach unten. Die Probe befand sich bereits 105 Minuten in

der 1,25mM CaCO3−Lösung als die Bilder (B) aufgenommen wurden.

Abbildung 44: Zeitstrahl der detaillierten Abfolge des ersten Wachstumsexperiments auf
einer ��at pearl�-Ober�äche aus Abb. 43. Angegeben sind die verwendeten Konzentra-
tionen der CaCO3−Lösung in der Petrischale, die Zeitpunkte der Bildaufnahmen, die
zwischen den Aufnahmen der Bilder vergangenen Zeitspannen und die Zeitpunkte der
Austausche der CaCO3−Lösungen sowie die gesamte Laufzeit des Wachstumsexperiments.

Direkt nach der Aufnahme der Bilder (B) erfolgte der erneute Austausch der CaCO3−
Lösungen (rotes Dreieck in der Abb. 43). Dafür wurde diesmal 1ml der CaCO3−Lösung
aus der Petrischale entfernt und 1ml der übersättigten 2mM CaCO3−Lösung eingespült.
Das Abbilden der Probe fand daher über einen Zeitraum von 107 Minuten in 3ml der

1,25mM CaCO3−Lösung statt. Nach diesem Austausch wies die CaCO3−Lösung in der

Petrischale eine Konzentration von 1,5mM auf. Die Bilder (B) und (C) wurden nur in
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einem zeitlichen Abstand von 30 Minuten aufgenommen. Der abgebildete Probenbereich

hat sich bei diesem Lösungsaustausch erneut leicht verschoben.

Von den Bildern (C) bis (E) befand sich die Probe über einen Zeitraum von 193 Minuten

in der 1, 5mM CaCO3−Lösung. Hier fällt besonders bei Betrachtung der Bilder (C) und

(D) auf, dass sich der anfangs abgebildete Probenbereich während des fortlaufenden Ab-

rasterns nach unten bewegte. Daher wurde vor der Aufnahme der Bilder (E) der Proben-

bereich mittels AFM-Software so verschoben, dass der bereits beobachtete �stack of coins�

wieder in der Bildmitte lag. Zwischen den Bildern (C) und (D) bzw. zwischen den Bildern

(D) und (E) sind 74 Minuten bzw. 119 Minuten vergangen. Insgesamt befand sich das

Probestück 224 Minuten in der 1,5mM CaCO3−Lösung.
Das grüne Dreieck in der Abbildung 43 kennzeichnet den letztmaligen Austausch der

CaCO3−Lösungen während dieses Wachstumsexperiments. Dabei wurde wieder 1ml der

CaCO3−Lösung aus der Petrischale entfernt und 1ml der 2mM CaCO3− Lösung einge-

spült. Zwischen den Aufnahmen der Bilder (E) und (F) sind nur 39 Minuten verstrichen.

Nach dem Austausch wies die CaCO3−Lösung in der Petrischale eine Konzentration von

1,7mM auf. Die Probenober�äche wurde von den Bildern (F) bis (H) 110 Minuten in der

1,7mM CaCO3−Lösung abgebildet. Dabei verging zwischen den Bildern (F) und (G) bzw.
(G) und (H) jeweils eine Zeitspanne von 55 Minuten. Bis die Probe aus dem AFM ausge-

baut und mit Reinstwasser abgespült wurde, befand sich diese nach dem letzten Austausch

219 Minuten in der 1,7mM CaCO3−Lösung.
In den Bildern (A) bis (E) ist nur schwer erkennbar, ob Nukleation und/oder Wachs-

tum von Calciumcarbonat auf und/oder unterhalb der organischen Matrix stattfand. Mög-

licherweise waren die zwei197 bis zu diesem Zeitpunkt verwendeten Konzentrationen von

1,25mM und 1,5mM und der bis dahin betrachtete Zeitraum zu gering, um de�niert

Wachstum zu beobachten, da es vermutlich auch einige Zeit dauert bis die Calciumionen

und die Carbonationen, die für das Wachstum des Calciumcarbonats benötigt werden, zu

den entsprechenden Nukleationsstellen di�undieren [4]. Bei den Bildern (F) bis (H) war

die Konzentration der CaCO3−Lösung mit 1,7mM etwas höher. Allerdings ist dort das

Wachstum von Calciumcarbonatkristallen auch nicht eindeutig beobachtbar. Die blauen

und weiÿen Pfeile in den Bildern (F1) und (H1) markieren jeweils einen kleinen Bereich,

in dem zwischen den Aufnahmen der Bilder (F) und (H) wahrscheinlich Wachstum von

Calciumcarbonat erfolgte.

Zur besseren Sichtbarkeit von möglicherweise während dieses AFM-Experiments ge-

wachsenen Kristallen wurde der mittlere Bildbereich nach der Aufnahme der Bilder (H)

197Die 1mM CaCO3−Lösung, in der das Abbilden der Probenober�äche zu Beginn des Wachstums-
experiments erfolgte, wurde dabei nicht mitgezählt.
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nochmal mit einer kleineren Scan�äche, d. h. einer höheren Vergröÿerung, untersucht.

Dementsprechend zeigt die Abbildung 45 weiter vergröÿerte AFM-Bilder der Ober�äche

des ��at pearl�-Probestücks aus der Abbildung 43. Dabei sind bei den Bildern (A) und (B)

die Höhensignale wieder links und die Fehlersignale rechts dargestellt. Das Bild (A1) bzw.

(A2) zeigt nochmals das Bild (H1) bzw. (H2) mit der Scan�äche von 5, 0 µm · 5, 0 µm aus

der Abbildung 43. Der in den Bildern (A) blau hervorgehobene Bereich ist in den Bildern

(B) entsprechend vergröÿert dargestellt. Dabei zeigen die Bilder (B) die Probenober�äche

mit der Scan�äche von 2, 3 µm ·2, 3 µm. Im Bild (C) ist die 3D-Rekonstruktion des im Bild

(B1) dargestellten Höhensignals zu sehen.

Die Beobachtung der bereits in Abschnitt 5.1.1 ausführlich beschriebenen Netzwerk-

struktur der organischen Matrix ist in den Bildern (B) besonders gut möglich. Dort sind

die einzelnen Filamente und die durch die Anordnung dieser Filamente entstehenden Po-

ren bzw. Löcher gut sichtbar [1, 2]. Die zwei roten Pfeile markieren jeweils einen Bereich in

den Bildern (B1) und (C), der im Gegensatz zur restlichen abgebildeten Probenober�äche

schon deutlich höher ist. Vermutlich fand dort unterhalb der organischen Matrix bereits

Wachstum von Calciumcarbonat- bzw. Aragonitkristallen statt. Zusätzlich sind zwischen

den Filamenten bereits einige kleine dünnere und vermutlich etwa 20 nm bis 30 nm198 hohe

Strukturen sichtbar. Die grünen Pfeile kennzeichnen beispielhaft mehrere dieser Struktu-

ren, bei denen es sich bereits um kleine gewachsene Calciumcarbonatkristalle handeln

könnte. Diese Strukturen könnten aber auch Bildartefakte sein, die durch das Abrastern

mit der AFM-Spitze entstanden sind. Allerdings ist nicht eindeutig, ob das Kristallwachs-

tum während des AFM-Experiments oder noch während der Inkubation der ��at pearl�

im extrapallialen Raum zwischen Mantelepithel und Schaleninnenseite der lebenden Mee-

resschnecke erfolgte [4].

Die Betrachtung der Bilder (F) bis (H) in der Abbildung 43 und der Bilder (A) bis

(C) in der Abbildung 45 erlaubt bereits die Annahme, dass die Calciumcarbonatkristal-

le nicht vorzugsweise auf der Ober�äche der organischen Matrix wachsen, sondern das

Calciumcarbonat vor allem unterhalb der organischen Matrix nukleiert und nach oben

weiterwächst. Demzufolge nukleiert das Calciumcarbonat zunächst auf den Aragonitplätt-

chen, die jeweils mit organischer Matrix überzogen sind, und anschlieÿend wachsen die

Calciumcarbonatkristalle durch die vorhandenen Poren bzw. Löcher in der organischen

Matrix weiter nach oben in die nächste Schicht [4, 14]. Diese Beobachtung unterstützt das

Modell des Aragonitwachstums über sogenannte Mineralbrücken. Wie in Abschnitt 2.4

beschrieben, sind Mineralbrücken kristalline Verbindungen, die sich in vertikaler Richtung

zwischen den übereinanderliegenden Aragonitplättchen ausbilden [4, 18].

198Die genaue Höhe dieser Strukturen konnte hier nicht ermittelt werden.
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Abbildung 45: Vergröÿerte AFM-Aufnahmen und dreidimensionale Rekonstruktion der
Ober�äche des ��at pearl�-Probestücks aus Abb. 43. Scan�ächen: (A) 5, 0 µm ·5, 0 µm, (B)
2, 3 µm ·2, 3 µm und (C) 2, 3 µm ·2, 3 µm. Das Bild (A1) bzw. (A2) zeigt nochmals das Bild
(H1) bzw. (H2) aus Abb. 43. Der in (A) blau hervorgehobene Bereich ist in (B) vergröÿert
dargestellt. Dabei zeigen Bilder mit Index 1 (links) die Höhensignale und Bilder mit Index
2 (rechts) die Fehlersignale. In (C) ist die 3D-Rekonstruktion des in (B1) dargestellten
Höhensignals gezeigt. Die roten Pfeile in (B1) und (C) kennzeichnen zwei bereits deutlich
höhere Bereiche auf der Probenober�äche. Zusätzlich sind zwischen den einzelnen Filamen-
ten einige höhere Strukturen (grüne Pfeile in (B) und (C)) zu beobachten. Diese Strukturen
könnten bereits kleine gewachsene CaCO3−Kristalle und/oder Bildartefakte sein.
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Um die Wachstumsgeschwindigkeit eines Calciumcarbonatkristalls zu bestimmen, muss

jeweils ein Höhenpro�l, das entlang des zu vermessenden Calciumcarbonatkristalls ver-

läuft, in zwei zu unterschiedlichen Zeitpunkten aufgenommenen Höhenbildern (z. B. (F1)

und (H1) in der Abb. 43) ermittelt werden. Anschlieÿend erfolgt anhand dieser Höhen-

pro�le die Bestimmung der Höhendi�erenzen 4h1(t1) und 4h2(t2) des Calciumcarbonat-
kristalls bezüglich eines gewählten Referenzpunktes oder -niveaus zu den zwei verschie-

denen Zeitpunkten t1 und t2. Mit den erhaltenen Höhendi�erenzen und der zwischen den

Aufnahmen beider Höhenbilder vergangenen Zeitspanne4t = t2−t1 kann die Wachstums-

geschwindigkeit v des Kristalls prinzipiell gemäÿ der Formel v = 4h2(t2)−4h1(t1)
4t berechnet

werden.

Allerdings war die Ermittlung von Wachstumsgeschwindigkeiten aus den Höhenbil-

dern in der Abbildung 43 nicht möglich, da erstens das Kristallwachstum während dieses

Wachstumsexperiments nicht so eindeutig beobachtet werden konnte und zweitens in den

aufgenommenen Höhenbildern keine geeigneten Referenzpunkte oder Referenzniveaus zur

Bestimmung der Höhendi�erenzen zur Verfügung standen. Im Gegensatz dazu gelang die

direkte Beobachtung des Wachstums von vielen nadelförmigen Calciumcarbonatkristallen

auf der Ober�äche eines weiteren ��at pearl�-Probestücks mit dem AFM im zweiten, in

Abschnitt 5.2.2 beschriebenen, Wachstumsexperiment. Dort konnten die Wachstumsge-

schwindigkeiten mehrerer Calciumcarbonatkristalle in verschiedenen Konzentrationen der

CaCO3−Lösung sehr gut ermittelt werden.

5.2.1.2 Ergänzende Charakterisierung der Wachstumsfront nach dem AFM-

Wachstumsexperiment mittels REM

Sofort nach der Durchführung des AFM-Wachstumsexperiments wurde die Petrischale,

in der sich das Bruchstück der ��at pearl� und die 3ml der nun 1,7mM CaCO3−Lösung
befanden, aus dem AFM ausgebaut und die CaCO3−Lösung aus der Petrischale mit Hilfe
einer Pipette entnommen. Um eine Sekundärkristallisation auf der Probenober�äche zu

verhindern, erfolgte danach das mehrfache sorgfältige Spülen des in der Petrischale �xier-

ten Probestücks mit Reinstwasser. Nach anschlieÿendem Entfernen der restlichen in der

Petrischale vorhandenen Flüssigkeit mit einem fusselfreien Tuch199 wurde das Probestück

im Kühlraum bei 6 °C über einen Zeitraum von drei Wochen getrocknet [4]. Die weitere

Vorbereitung der Probe für die REM-Untersuchung fand gemäÿ der in Abschnitt 4.5 be-

schriebenen Prozedur statt. Dazu wurde der Rand der Petrischale mit der entwickelten

Apparatur abgesägt sowie der übriggebliebene Petrischalenboden mit aufgeklebter Probe

199VWRr Light-Duty Tissue Wipers; VWR International, LLC; Radnor, PA, USA
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mittels elektrisch leitfähigem Haftaufkleber200 auf einem runden Probenteller201 befestigt

und zusätzlich mit leitfähigem, kupferbeschichtetem Klebeband202 kontaktiert. Die Probe

wurde für die REM-Untersuchung nicht � wie sonst üblich � leitfähig beschichtet [4].

Die Aufnahmen der Bilder erfolgten mit dem SE2-Detektor203. Dabei fanden eine Be-

schleunigungsspannung von 1 kV und ein Neigungswinkel des Probentisches von 0 ° so-

wie ein Aperturblendendurchmesser von 30 µm Verwendung [4]. Die Abbildung 46 zeigt

REM-Aufnahmen verschiedener Ober�ächenbereiche des bereits in Abbildungen 43 und

45 dargestellten und mit dem AFM untersuchten ��at pearl�-Probestücks. Dabei ist die

Probenober�äche in verschiedenen Abmessungen von 22 µm · 30 µm beim Bild (A), von

11 µm · 14 µm beim Bild (B), von 10 µm · 13 µm bei den Bildern (C), (D) und (E) sowie

von 5 µm · 7 µm beim Bild (F) gezeigt.

Die Struktur der für Wachstumsfronten typischen �stacks of coins� aus einzelnen Ara-

gonitplättchen und organischer Matrix sowie die organische Matrix in den Zwischenräumen

der �stacks of coins� sind in allen Bildern sehr gut erkennbar [4, 5]. Die weiÿen Pfeile

im Bild (A) markieren zwei solche �stacks of coins� und die gelben Pfeile kennzeichnen

dort beispielhaft die organische Matrix zwischen den �stacks of coins�. Das Abrastern der

Probenober�äche mittels Elektronenstrahl hat Au�adungen hervorgerufen, die oftmals die

Bildaufnahme erschwerten [4]. Solche hellen, weiÿen Bereiche (z. B. grüne Pfeile in den Bil-

dern (A) und (D)) sind in allen gezeigten Bildern sichtbar. Bei der REM-Untersuchung

traten vor allem Au�adungen der organischen Matrix zwischen den �stacks of coins� auf

[4]. Im Bild (C) sind sehr viele übereinanderliegende Aragonitplättchen sichtbar. Die blau-

en und roten Pfeile kennzeichnen dort mehrere der Aragonitplättchen, aus denen einer der

�stacks of coins� besteht. Die ganz unten be�ndlichen Aragonitplättchen (weiÿ-rote Pfeile)

weisen groÿe laterale Ausdehnungen auf und stoÿen bereits mit anderen Plättchen zu-

sammen, sodass sich dort teilweise schon geschlossene Aragonitschichten gebildet haben.

Diese Schichten bestehen dann aus einzelnen Aragonitplättchen getrennt durch die inter-

tabulare organische Matrix (ITM) [4]. Auf dem Aragonitplättchen (3) sind zwei �neue�

Aragonitplättchen (rote Pfeile, gekennzeichnet mit (2a) und (2b)) direkt nebeneinander

entstanden. Da diese �neuen� Aragonitplättchen direkt nebeneinander begonnen haben zu

wachsen, ist zu erwarten, dass die vollständigen lateralen Ausdehnungen dieser Plättchen

nach Weiterführung des Wachstums deutlich kleiner sind als die lateralen Ausdehnun-

gen der �normal gewachsenen� einzelnen Aragonitplättchen. Das Wachstum von mehre-

ren �neuen� Plättchen auf der Ober�äche eines �alten� Aragonitplättchens, das o�enbar

20025mm Durchmesser, rund; Plano GmbH; Wetzlar, Deutschland
20132mm Durchmesser; Plano GmbH; Wetzlar, Deutschland
2026,4mm Breite, einseitig klebend; Plano GmbH; Wetzlar, Deutschland
203Everhart-Thornley Detektor, siehe Abschnitt 3.2
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auch öfter auftritt (z. B. rote Pfeile im Bild (B)), wird durch die Netzwerkstruktur der

organischen Matrix ermöglicht [3]. In den Poren zwischen den miteinander verwobenen

Filamenten können sich vermutlich auch mehrere Mineralbrücken ausbilden [1, 3].

Das Bild (F) zeigt eine vergröÿerte Aufnahme des grün hervorgehobenen Bereichs aus

dem Bild (E). Dort ist die Beobachtung der detaillierten Struktur der �stacks of coins�,

die abwechselnd aus Aragonitplättchen und dünnen Schichten der organischen Matrix auf-

gebaut sind, besonders gut möglich [4, 5]. Jeweils fünf bis sieben übereinander angeord-

nete Aragonitplättchen mit polygonaler Form bilden die zwei gut erkennbaren �stacks of

coins�. Dabei besitzt das jeweils untere Aragonitplättchen eine gröÿere laterale Ausdeh-

nung als das direkt darüberliegende Plättchen [4]. Auf den untersten Aragonitplättchen

beider �stacks of coins� existiert organische Matrix. Die oberen Aragonitplättchen sind

jedoch nicht von organischer Matrix bedeckt [4]. Das blaue Dreieck kennzeichnet beispiel-

haft die organische Matrix auf einer der unteren Plättchenober�ächen. Dort sind gröÿere

Löcher in der organischen Matrix erkennbar. Auch in der organischen Matrix im Bild

(D) treten mehrere untypisch groÿe Löcher auf. Zur besseren Sichtbarkeit markiert das

rote Dreieck im Bild (D) einen Bereich der organischen Matrix zwischen den �stacks of

coins�, in dem viele dieser gröÿeren Löcher existieren. Diese Löcher sind vermutlich bei

der Trocknung der Probe und/oder während der REM-Untersuchung durch das Abras-

tern mit dem Elektronenstrahl entstanden [4]. Bei einem der �stacks of coins� im Bild (F)

haben sich auf einer der Plättchenober�ächen wieder zwei Aragonitplättchen direkt ne-

beneinander gebildet (weiÿe Dreiecke). In der Mitte der obersten Aragonitplättchen aller

�stacks of coins� im Bild (F) sind bereits neue Aragonitplättchen entstanden. Die gelben

Dreiecke markieren zwei dieser neu gewachsenen Aragonitplättchen. Zusätzlich sind auf

den Ober�ächen der Aragonitplättchen sehr kleine kristalline Strukturen beobachtbar. Die

grünen Dreiecke in den Bildern (D) und (F) kennzeichnen einige dieser kristallinen Struk-

turen, bei denen es sich vermutlich um Calciumcarbonatkristalle handelt, die während des

AFM-Wachstumsexperiments auf den Plättchenober�ächen gewachsen sind [4].

Da die Aufnahmen der Bilder bei einem Neigungswinkel des Probentisches von 0 °

erfolgten, kann keine Aussage über die Höhen und die Form dieser kleinen kristallinen

Strukturen auf den Plättchenober�ächen getro�en werden. Diese Beobachtung unterstützt

trotzdem die bei der Beschreibung des AFM-Wachstumsexperiments aufgestellte Vermu-

tung, dass das Calciumcarbonat zunächst auf den Aragonitplättchen unterhalb der orga-

nischen Matrix nukleiert und die neuen Kristalle anschlieÿend nach oben durch die �la-

mentstrukturbedingten Poren bzw. Löcher in der interlamellaren organischen Matrix wei-

terwachsen [1, 4]. Allerdings konnte bei dem in Abbildung 43 gezeigten AFM-Experiment

das Wachstum solcher Calciumcarbonatkristalle nicht direkt beobachtet werden.
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Abbildung 46: REM-Aufnahmen ausgewählter Ober�ächenbereiche des bereits in Abb. 43
und 45 gezeigten ��at pearl�-Bruchstücks nach dem AFM-Wachstumsexperiment. Scan-
�ächen: (A) 22 µm · 30 µm, (B) 11 µm · 14 µm, (C) 10 µm · 13 µm, (D) 10 µm · 13 µm, (E)
10 µm · 13 µm und (F) 5 µm · 7 µm; Neigungswinkel des Probentisches: 0 °. Die �stacks of
coins� (weiÿe Pfeile in (A)) und die einzelnen Aragonitplättchen (Pfeile in (C)) sowie
die organische Matrix auf den Plättchenober�ächen (blaues Dreieck in (F)) und zwischen
den �stacks of coins� (gelbe Pfeile in (A)) sind gut erkennbar. Das Abrastern mittels
Elektronenstrahl ruft Au�adungen der Probenober�äche hervor (weiÿe, helle Bereiche)
[4]. Die gröÿeren Löcher in der organischen Matrix (rotes Dreieck in (D)) sind vermutlich
Artefakte. (F) zeigt eine vergröÿerte Aufnahme des in (E) grün markierten Bereichs.
Auf den Ober�ächen der Aragonitplättchen sind kleine kristalline Strukturen (grüne Drei-
ecke in (D) und (F)) und bereits neue Aragonitplättchen (gelbe Dreiecke in (F)) gewachsen.



116

5.2.1.3 Bestimmung der lateralen Ausdehnungen einzelner Aragonitplättchen

Wie bereits in [4] von mir erprobt, wurden hier auch die lateralen Ausdehnungen bzw.

Durchmesser einzelner gut erkennbarer Aragonitplättchen ermittelt. Die Abbildung 47

zeigt die zur Vermessung ausgewählten Aragonitplättchen mehrerer �stacks of coins� aus

den Bildern (E) und (F) der Abbildung 46. Die Kennzeichnung der verschiedenen �stacks

of coins� erfolgte mit verschiedenfarbigen Pfeilen und die einzelnen Aragonitplättchen, die

die �stacks of coins� bilden, wurden jeweils von oben nach unten mit (1), (2) oder (3)

markiert. Die Unterscheidung von zwei direkt nebeneinander gewachsenen Aragonitplätt-

chen erfolgte durch die zusätzliche Angabe von (a) bzw. (b). Beim Ausmessen wurden

die, in der Mitte der jeweils mit (1) gekennzeichneten Aragonitplättchen beobachtbaren,

bereits neu entstandenen, sehr kleinen Aragonitplättchen nicht betrachtet [4].

Insgesamt erfolgte die Bestimmung der lateralen Ausdehnungen der gut sichtbaren Ara-

gonitplättchen von vier verschiedenen �stacks of coins�, wobei jeweils nur die gröÿte laterale

Ausdehnung eines Plättchens vermessen wurde [4]. Im Bild (B) der Abbildung 47 ist eine

blaue Linie auf dem mit (1b) markierten Aragonitplättchen eingezeichnet, die das Vermes-

sen eines Aragonitplättchens veranschaulicht [4]. Wie von mir in [4] beschrieben, mussten

zuerst die zwei Marker jeweils manuell im Bild auf den gegenüberliegenden Kanten eines

Aragonitplättchens platziert werden, wobei diese Kanten in den REM-Bildern sehr oft

nicht scharf abgebildet sind, und erfolgte anschlieÿend eine Di�erenzbildung aus diesen

zwei Markerpositionen. Daher wurde für die gemessenen lateralen Ausdehnungen hier ein

Gröÿtfehler von ±0, 05 µm angenommen [4]. In der Tabelle 3 sind die lateralen Ausdeh-

nungen aller ausgewählten Aragonitplättchen zusammengefasst.

Durchmesser der
obersten Plättchen

Durchmesser der zweiten
Plättchen

Durchmesser der dritten
Plättchen

(1) (0, 65± 0, 05) µm (2) (1, 79± 0, 05) µm (3) (2, 14± 0, 05) µm
(1a) (0, 61± 0, 05) µm
(1b) (0, 74± 0, 05) µm

(2) (1, 78± 0, 05) µm (3) (2, 84± 0, 05) µm

(1) (1, 25± 0, 05) µm (2) (1, 85± 0, 05) µm (3) (2, 41± 0, 05) µm
(1) (0, 91± 0, 05) µm ����� �����

Tabelle 3: Ausgemessene gröÿte laterale Ausdehnungen bzw. Durchmesser einzelner Ara-
gonitplättchen aus Abb. 47. Die Aragonitplättchen eines �stack of coins� sind mit gleich-
farbigen Pfeilen und von oben nach unten mit (1), (2) bzw. (3) markiert.

Die vermessenen Aragonitplättchen, auf denen teilweise organische Matrix vorhanden

ist, weisen laterale Ausdehnungen meist im Bereich von wenigen Mikrometern auf, wobei

die Durchmesser der obersten Aragonitplättchen noch etwas kleiner sind [4]. Die Abstän-

de zwischen den verschiedenen �stacks of coins� sind, wie in der Abbildung 47 zu sehen
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ist, recht unterschiedlich, liegen aber abgeschätzt im Bereich weniger hundert Nanome-

ter bis zu mehreren Mikrometern. Ebenso interessant für das Verhältnis von Höhen- und

Breitenwachstum ist, dass die Stufenbreite zwischen den übereinander angeordneten Ara-

gonitplättchen der �stacks of coins� beim Wachstum nahezu identisch bleibt. Da die cha-

rakteristischen Gröÿen d der Strukturen (sowohl Abstände als auch Plättchendurchmesser)

meist im Bereich weniger Mikrometer liegen und damit für diese Strukturen d ≥ λ gilt,

wobei λ die Lichtwellenlänge ist, erscheint die Wachstumsfront mit den �stacks of coins�

bei natürlicher Beleuchtung aufgrund der nahezu wellenlängenunabhängigen Mie-Streuung

weiÿlich [4].

Abbildung 47: REM-Aufnahmen aus Abb. 46 zur Ausmessung der gröÿten Durchmesser
einzelner Aragonitplättchen. Scan�ächen: (A) 10 µm · 13 µm und (B) 5 µm · 7 µm. Die aus-
gewählten gut erkennbaren Aragonitplättchen eines �stack of coins� sind mit gleichfarbigen
Pfeilen und von oben nach unten jeweils mit (1), (2) oder (3) gekennzeichnet. Zur Unter-
scheidung der zwei direkt nebeneinander gewachsenen Aragonitplättchen in (B) wurden
diese Plättchen zusätzlich mit (a) bzw. (b) markiert [4].
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Da die einzelnen Aragonitplättchen keine hexagonale Form, sondern eine polygonale

Form aufweisen und zuvor jeweils nur die gröÿte laterale Ausdehnung der Plättchen er-

mittelt wurde, erfolgte zusätzlich die Berechnung der genauen Flächen der groÿen (001)-

Ober�ächen der betrachteten Aragonitplättchen mit dem Programm ImageJ204. Dafür

wurde zuerst der Umriss eines Aragonitplättchens im aufgenommenen Bild (z. B. Bild (B)

in der Abb. 47) manuell nachgezeichnet und anschlieÿend mit dem gespeicherten Maÿ-

stab die Fläche des Aragonitplättchens automatisch berechnet. Die Aufnahme des Maÿ-

stabs fand immer zeitgleich mit der Aufnahme der REM-Bilder statt. Die Ermittlung der

Ober�ächen erfolgte für die ausgewählten Aragonitplättchen aus der Abbildung 47. Dabei

konnten die Flächen der Aragonitplättchen (3) von den mit roten und grünen Pfeilen

markierten �stacks of coins� nicht berechnet werden, da die Ränder bzw. Kanten dieser

Plättchen nicht vollständig sichtbar sind. Für die ermittelten Ober�ächen wurde jeweils

ein Gröÿtfehler von ±0, 05 µm2 angenommen, da der Umriss eines Aragonitplättchens je-

weils per Hand festgelegt wurde und die Kanten der Plättchen, wie zuvor erwähnt, in den

REM-Bildern nicht scharf abgebildet sind [4]. Die Ober�ächen der jeweils oberen Ara-

gonitplättchen sind noch deutlich kleiner als die Ober�ächen der direkt darunterliegenden

Plättchen, wie für die �stacks of coins� von Wachstumsfronten typisch ist [4, 9].

Ober�äche der obersten
Plättchen

Ober�äche der zweiten
Plättchen

Ober�äche der dritten
Plättchen

(1) (0, 36± 0, 05) µm2 (2) (1, 94± 0, 05) µm2 �����
(1a) (0, 27± 0, 05) µm2

(1b) (0, 30± 0, 05) µm2

(2) (2, 28± 0, 05) µm2 (3) (4, 59± 0, 05) µm2

(1) (0, 72± 0, 05) µm2 (2) (2, 21± 0, 05) µm2 �����
(1) (0, 54± 0, 05) µm2 ����� �����

Tabelle 4: Berechnete Flächen der groÿen (001)-Ober�ächen der ausgewählten Aragonit-
plättchen aus Abb. 47. Die Aragonitplättchen eines �stack of coins� sind mit gleichfarbigen
Pfeilen und von oben nach unten mit (1), (2) bzw. (3) markiert.

5.2.2 Zweites Wachstumsexperiment auf einer ��at pearl�-Ober�äche

5.2.2.1 Aufnahme der AFM-Bildsequenz

Die Abbildungen 48 und 49 zeigen jeweils ausgewählte Bilder aus der aufgenomme-

nen AFM-Bildsequenz eines weiteren Wachstumsexperiments, dessen Durchführung auf

der Ober�äche des bereits bei den Strukturuntersuchungen in den Abbildungen 37 und

38 dargestellten Probestücks einer Wachstumsfront erfolgte. Wie zuvor in Abschnitt 5.1.1

204ImageJ 1.53a; Wayne Rasband, National Institutes of Health; USA
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detailliert beschrieben, wurde das Probestück aus einer ��at pearl� gewonnen und mit-

tels Zweikomponentenkleber in einer Petrischale �xiert, die Probenober�äche während

der Präparationsprozedur mit einer 0,9mM CaCO3−Lösung benetzt und nach Abbinden

des Zweikomponentenklebers ein Volumen von 3ml derselben 0,9mM CaCO3−Lösung in
die Petrischale pipettiert [4]. Die zwischen Mantelepithel und Schaleninnenseite erfolgte

Inkubation des Deckglases, auf dem die für dieses Wachstumsexperiment verwendete ��at

pearl� entstanden ist, fand nur über einen Zeitraum von 10 Tagen statt [4]. Die Entnahme

dieser ��at pearl� aus dem extrapallialen Raum erfolgte auÿerdem nur 24 Stunden vor

dem AFM-Experiment. Vor dem Einbau der Probe ins AFM wurde die zum Abbilden

der Probenober�äche verwendete PeakForce-HiRs-F-A AFM-Sonde gemäÿ dem �touch�-

Verfahren aus Abschnitt 4.4.4 kalibriert. Diese Kalibrierung erfolgte in einer zweiten Pe-

trischale, in der sich keine Probe, sondern nur 3ml der 0,9mM CaCO3−Lösung befanden.
Aus den dabei aufgenommenen Kraftkurven wurden eine Federkonstante von 0, 21 N

m
und

eine De�ektionssensitivität von (11, 0± 1, 7) nm
V

mittels AFM-Software ermittelt.

Nachdem zunächst die Untersuchung der Ober�ächenstruktur verschiedener Proben-

bereiche erfolgte, wurde ein geeigneter Probenbereich zur direkten Beobachtung des Kris-

tallwachstums ausgewählt. Sobald das Abbilden dieses Probenbereichs stabil über einen

Zeitraum von etwa 15 Minuten gelang, wurde die kontinuierliche Bildaufnahme für das

Wachstumsexperiment gestartet. Während des gesamten Wachstumsexperiments erfolgte

das Abbilden der Probenober�äche mit einer Scan�äche von 5, 0 µm · 5, 0 µm bei Verwen-

dung einer Abtastrate von 0, 598Hz, einer Au�ösung von 256 x 256Pixel und einer Kraft

von 450 pN. Dabei fand die Bildaufnahme über einen Zeitraum von insgesamt 325 Minuten

statt. Die Au�ösung und die Abtastrate wurden so eingestellt, dass die Aufnahme eines

AFM-Bildes etwa 7 Minuten dauerte. Damit gelang es, für die Bildsequenz aufeinander-

folgende Bilder im zeitlichen Abstand von jeweils 7 Minuten aufzuzeichnen.

In den Abbildungen 48 und 49 sind nun ausgewählte Bilder aus der AFM-Bildsequenz

desselben Ober�ächenbereichs des Probestücks der Wachstumsfront mit jeweils einer Scan-

�äche von 5, 0 µm · 5, 0 µm zu verschiedenen Zeitpunkten dargestellt. Die Bilder mit dem

Index 1 (jeweils oben) zeigen die Höhensignale und die Bilder mit dem Index 2 (jeweils un-

ten) die Fehlersignale. Zwischen den Bildern (A) und (P) ist ein Zeitraum von 311 Minuten

vergangen. Dabei zeigen die Bilder (A) bis (H) in der Abbildung 48 die Probenober�äche

über einen Zeitraum von 191 Minuten und die Bilder (I) bis (P) in der Abbildung 49 die

Probenober�äche über eine Zeitspanne von weiteren 106 Minuten. Die zeitlichen Abstände

zwischen den ausgewählten Bildern sind dabei nicht gleich. Da das Wachstum von vielen

Calciumcarbonatkristallen besonders deutlich in den Bildern (G) bis (P) beobachtbar ist,

wurden ab den Bildern (G) für die Darstellung die Zeitabstände zwischen den Bildern
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kürzer gewählt. Demzufolge liegt zwischen den gezeigten Bildern (A) bis (G) bzw. (G) bis

(P) jeweils ein Zeitabstand von etwa 30 Minuten bzw. 15 Minuten.

Im Folgenden �ndet sich die genauere Beschreibung des zweiten Wachstumsexperi-

ments auf einer Wachstumsfront. Hier fand im Vergleich zum ersten Wachstumsexpe-

riment eine noch stärker übersättigte, jetzt 5mM CaCO3−Lösung Verwendung. Nach

dem Ansetzen wurde diese CaCO3−Lösung zunächst für mindestens 30 Minuten neben

das AFM gestellt, bevor der erste Austausch der bis zu diesem Zeitpunkt in der Pe-

trischale vorhandenen 0,9mM CaCO3−Lösung erfolgte. Damit sollte sich die Tempera-

tur der 5mM CaCO3−Lösung an die Temperatur der Lösung in der Petrischale anpas-

sen. Während der gesamten aufgezeichneten AFM-Bildsequenz wurde dreimal jeweils 1ml

der CaCO3−Lösung aus der Petrischale entfernt und anschlieÿend stets 1ml der 5mM

CaCO3−Lösung in die Petrischale hinzugefügt. Dabei fand der Austausch gemäÿ der in

Abschnitt 4.4.5 beschriebenen Prozedur statt, jedoch wurden hier, im Gegensatz zum

ersten Wachstumsexperiment, die CaCO3−Lösungen erstmals direkt während des Abbil-

dens der Probenober�äche ausgetauscht. Die verschiedenfarbigen Dreiecke (blaues, rotes

und grünes Dreieck) in den Abbildungen 48 und 49 markieren jeweils den Lösungsaus-

tausch. Die verwendeten Konzentrationen der CaCO3−Lösung in der Petrischale und die

Verweilzeiträume der Probe in der jeweiligen CaCO3−Lösung sind in der Tabelle 5 auf-

gelistet. Zum besseren Vergleich der verschiedenen205 Wachstumsexperimente zeigt die

Abbildung 50 wieder einen Zeitstrahl, der diesmal den detaillierten Ablauf des zwei-

ten Wachstumsexperiments schematisch darstellt. Dort sind die verschiedenen Konzentra-

tionen der CaCO3−Lösung in der Petrischale, die Zeitpunkte der Bildaufnahmen und der

Lösungsaustausche, die zwischen den Aufnahmen der einzelnen Bilder (A) bis (P) vergan-

genen Zeiträume sowie die gesamte Laufzeit des Wachstumsexperiments angegeben.

In allen Höhenbildern kann man, wie bei der Strukturuntersuchung in Abschnitt 5.1.1

beschrieben, inselartige Anordnungen, die durch gröÿere Zwischenräume getrennt sind,

beobachten. Diese inselförmigen Anordnungen bestehen sichtbar aus organischer Matrix

und vermutlich auch aus Mineral, das bereits während des natürlichen Kristallwachstums

unterhalb der organischen Matrix entstanden ist. Entweder existiert in den zwei abgebil-

deten Zwischenräumen keine organische Matrix oder die organische Matrix ist dort bei

der gewählten Höhenskala nicht sichtbar. Die dünnen, miteinander verwobenen Filamente

und die dazwischen auftretenden Poren bzw. Löcher, die die Netzwerkstruktur der orga-

nischen Matrix bilden, sind gut in den Höhenbildern erkennbar [2]. Die Beobachtung des

Verlaufs einzelner Filamente ist jedoch in den Bildern (A2) bis (P2) einfacher. Bereits in

205In Abschnitt 5.4 sind ebenfalls mehrere Wachstumsexperimente auf frisch gespaltenen Perlmutt-
ober�ächen bzw. Perlmuttspalt�ächen beschrieben.
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der 0,9mM CaCO3−Lösung (Bilder (A)) be�nden sich zwischen, an und unter den einzel-

nen Filamenten viele, teilweise rund aussehende Strukturen, die als Nukleationskeime für

das Aragonitwachstum wirken könnten. Bei diesen Strukturen handelt es sich vermutlich

um kleine, aus Aragonit bestehende, natürlich gewachsene Kristalle und/oder um Protein-

moleküle, die an den Chitin�lamenten der organischen Matrix angelagert sind [1, 4].

Bei den Bildern (A) zum Anfang des Wachstumsexperiments erfolgte das Abbilden

der Probenober�äche noch in der 0,9mM CaCO3−Lösung. Als die Bilder (A) aufgenom-
men wurden, befand sich die Probe bereits über einen Zeitraum von etwa 291 Minuten

in der 0,9mM CaCO3−Lösung. Kurz nach der Aufnahme der Bilder (A) fand erstmals

ein Austausch von 1ml der in der Petrischale vorhandenen 0,9mM CaCO3−Lösung gegen
1ml der übersättigten 5mM CaCO3−Lösung statt. Daher befand sich das Probestück der
Wachstumsfront über etwa 302 Minuten in der 0,9mM CaCO3−Lösung. Die Konzentra-
tion der CaCO3−Lösung in der Petrischale betrug nach dem ersten Austausch 2,3mM.

Die Probenober�äche wurde dann über einen Zeitraum von 70 Minuten in der 2,3mM

CaCO3−Lösung abgebildet. Vor der Aufnahme der Bilder (D) erfolgte nochmals der Aus-
tausch von 1ml der CaCO3−Lösungen, sodass die CaCO3−Lösung in der Petrischale da-

nach eine Konzentration von 3,2mM aufwies. Das Probestück verblieb 60 Minuten in

den 3ml der nun 3,2mM CaCO3−Lösung. Nach dem erneuten und letzten Austausch

der CaCO3−Lösungen vor der Aufnahme der Bilder (F) wies die CaCO3−Lösung in der

Petrischale eine Konzentration von 3,8mM auf. Danach wurde kein weiterer Lösungs-

austausch mehr vorgenommen, da die verwendete Konzentration von 3,8mM zu diesem

Zeitpunkt schon sehr hoch war. Damit wurde das Probestück innerhalb von 163 Minu-

ten in der 3,8mM CaCO3−Lösung mehrfach abgebildet (Bilder (F) bis (P)). Nach der

Aufnahme der Bilder (P) erfolgte das Entfernen der Petrischale mit �xierter Probe aus

dem AFM. Danach wurde die CaCO3−Lösung aus der Petrischale mit Hilfe einer Pipette
entnommen, die Probe mit Reinstwasser mehrmals abgespült und die restliche in der Pe-

trischale vorhandene Flüssigkeit mit fusselfreien Tüchern206 entfernt [4]. Das Abspülen der

Probe verhinderte eine Sekundärkristallisation auf der Probenober�äche nach dem AFM-

Experiment [4, 172]. Bis zum Abspülen befand sich die Probe über eine Zeitspanne von

188 Minuten in der 3,8mM CaCO3−Lösung.
Bei diesem Wachstumsexperiment gelang es, denselben Probenbereich stabil über den

gesamten Zeitraum abzubilden. Hierbei hat sich der abgebildete Probenbereich bei den

Austauschen der CaCO3−Lösungen nicht merkbar verschoben, da die Entnahme und das

Einspülen der CaCO3−Lösungen direkt während des Abrasterns der Probenober�äche mit
der AFM-Spitze erfolgten.

206VWRr Light-Duty Tissue Wipers; VWR International, LLC; Radnor, PA, USA
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Abbildung 48: Zweites Wachstumsexperiment: ausgewählte Aufnahmen aus der AFM-
Bildsequenz desselben Ober�ächenbereichs eines ��at pearl�-Bruchstücks mit der Scan-
�äche von jeweils 5, 0 µm · 5, 0 µm über einen Zeitraum von 191 Minuten. Bilder mit Index
1 (jeweils oben) zeigen die Höhensignale und Bilder mit Index 2 (jeweils unten) die Feh-
lersignale. Bei (A) befand sich die Probe in 3ml einer 0,9mM CaCO3−Lösung. Die ver-
schiedenfarbigen Dreiecke (blaues, rotes und grünes Dreieck) kennzeichnen die Austausche
der CaCO3−Lösungen. Dabei wurde jeweils 1ml der CaCO3−Lösung aus der Petrischale
entfernt und 1ml einer übersättigten 5mM CaCO3−Lösung in die Petrischale pipettiert.
Damit ergaben sich folgende Konzentrationen: (A) 0,9mM, (B) bis (C) 2, 3mM, (D) bis
(E) 3,2mM und (F) bis (H) 3, 8mM. Zwischen den Bildern (A) bis (G) bzw. zwischen
den Bildern (G) und (H) ist jeweils ein Zeitraum von etwa 30 Minuten bzw. von 14 Mi-
nuten vergangen. Die grünen, blauen und roten Pfeile markieren beispielhaft jeweils einen
CaCO3−Kristall, dessen Höhe im Verlauf der Bilder zunimmt bzw. der wächst.
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Abbildung 49: Zweites Wachstumsexperiment: Fortsetzung der AFM-Bildsequenz aus Abb.
48 mit ausgewählten Aufnahmen desselben Probenbereichs des ��at pearl�-Bruchstücks
mit der Scan�äche von jeweils 5, 0 µm · 5, 0 µm über weitere 106 Minuten. Bei (I) befand
sich die Probe bereits in 3ml einer 3,8mM CaCO3−Lösung. Da die Konzentration der
CaCO3−Lösung in der Petrischale zu diesem Zeitpunkt schon sehr hoch war, wurde kein
weiterer Austausch der CaCO3−Lösungen vorgenommen. Damit betrug die Konzentration
der CaCO3−Lösung in der Petrischale von (I) bis (P) 3, 8mM. Die gezeigten Bilder (I) bis
(P) wurden jeweils in einem Zeitabstand von etwa 15 Minuten aufgenommen. Die grünen,
blauen und roten Pfeile markieren dieselben CaCO3−Kristalle wie in Abb. 48. In allen
Bildern ist deutlich das Wachstum vieler CaCO3−Kristalle zu beobachten.
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Abbildung 50: Zeitstrahl, der den detaillierten Ablauf des zweiten Wachstumsexperiments
auf einer ��at pearl�-Ober�äche aus Abb. 48 und 49 zeigt. Hier sind die verwendeten Kon-
zentrationen der CaCO3−Lösung in der Petrischale, die genauen zwischen den gezeigten
Bildern vergangenen Zeitspannen, die Zeitpunkte der Bildaufnahmen und der Austausche
der CaCO3−Lösungen sowie die gesamte Laufzeit des Wachstumsexperiments angegeben.
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In der Abbildung 48 ist ab den Bildern (E) das Wachstum von Calciumcarbonatkristal-

len deutlich erkennbar, wobei die CaCO3−Lösung in der Petrischale zu diesem Zeitpunkt

schon eine Konzentration von 3,2mM aufwies. Allerdings war die dann beim Wachstum

verbleibende Konzentration in der Petrischale geringer, da hierbei die Calcium- und Car-

bonationen benötigt wurden [4]. Wie schon beim ersten Wachstumsexperiment beobachtet,

dauert es vermutlich einige Zeit, bis die Calcium- und Carbonationen bis zu den entspre-

chenden Nukleations- bzw. Kristallisationsstellen di�undieren. Nach dem erneuten Aus-

tausch der CaCO3−Lösungen nach der Aufnahme der Bilder (E) betrug die Konzentra-

tion der CaCO3−Lösung in der Petrischale 3,8mM. In allen nachfolgenden Bildern (F)

bis (P) in den Abbildungen 48 und 49 ist eindeutig das Wachstum einer Vielzahl von

Calciumcarbonatkristallen auf der Probenober�äche sichtbar. Dabei nahmen die Höhen

dieser Kristalle vom Bild (G1) bis zum Bild (P1) deutlich zu. Die genaue Berechnung

der Wachstumsgeschwindigkeiten mehrerer dieser Calciumcarbonatkristalle erfolgt in Ab-

schnitt 5.2.2.3.

Konzentration der
CaCO3−Lösung

Gesamtzeitraum der Probe
in der jeweiligen Lösung

Bilder

0,9mM 302 Minuten (A)
2,3mM 70 Minuten (B) bis (C)
3,2mM 60 Minuten (D) bis (E)
3,8mM 188 Minuten (F) bis (P)

Tabelle 5: Verwendete Konzentrationen der CaCO3−Lösung in der Petrischale und Zeit-
raum der Probe in der jeweiligen Lösung während des zweiten Wachstumsexperiments auf
einer ��at pearl�-Ober�äche (siehe Abb. 48 und 49). Alle Bilder der Probenober�äche (A)
bis (P) wurden über einen Zeitraum von 311 Minuten aufgenommen. Die Probe befand
sich vor dem ersten Lösungsaustausch bereits 302 Minuten in der 0,9mM CaCO3−Lösung.

Zum besseren Vergleich sind ab den Bildern (E) in jedem zweiten darau�olgenden

Bild beispielhaft zwei Calciumcarbonatkristalle jeweils mit grünen und blauen Pfeilen

gekennzeichnet. Die grünen Pfeile in den Bildern (A) und (C) markieren die Stelle auf

der Probenober�äche, an der später einer der beiden gekennzeichneten Calciumcarbonat-

kristalle gewachsen ist. Man sieht, das Wachstum dieses Kristalls fand gerade dort statt,

wo am Anfang des Wachstumsexperiments (Bilder (A)) bereits eine natürlich entstan-

dene Struktur zwischen bzw. an den Filamenten vorhanden war. Auch mehrere andere

Calciumcarbonatkristalle sind genau an solchen Stellen gewachsen. Die anfänglich bereits

vorhandenen natürlich entstandenen Strukturen zwischen, an und unter den Filamenten

konnten anscheinend tatsächlich als Nukleationskeime für das Kristallwachstum wirken.
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Darüber hinaus sind auch mehrere Kristalle, von denen einer mit roten Pfeilen markiert

ist, durch die in der organischen Matrix vorhandenen Poren gewachsen.

An vielen Stellen in den AFM-Bildern ist nicht eindeutig erkennbar, ob das Calcium-

carbonat auf der Ober�äche der interlamellaren organischen Matrix nukleiert ist und die

neuen Kristalle anschlieÿend nach oben weitergewachsen sind oder die Calciumcarbonat-

kristalle von dem darunterliegenden Mineral durch die vorhandenen Poren bzw. Löcher in

der interlamellaren organischen Matrix nach oben in die nächste Schicht gewachsen sind

[4, 14]. Wie in Abschnitt 5.1.1 erwähnt, be�ndet sich vermutlich unterhalb der inselartig

angeordneten organischen Matrix in den AFM-Aufnahmen bereits Mineral. Vermutlich

fand hier Kristallwachstum sowohl in den Poren bzw. Löchern zwischen den einzelnen

Filamenten als auch auf der Ober�äche der organischen Matrix statt.

Um eindeutiger klären zu können, wo die Nukleation des Calciumcarbonats vorzugs-

weise statt�ndet und wie das weitere Kristallwachstum erfolgt, müsste entweder (1) die

Au�ösung, mit der die Aufnahme der einzelnen Bilder erfolgt, von 256 x 256Pixel auf

512 x 512Pixel oder auf noch höhere Au�ösungen erhöht werden oder (2) bei Verwendung

der Au�ösung von 256 x 256Pixel der abgebildete Probenbereich noch weiter verkleinert

werden, d. h. eine viel kleinere Scan�äche gewählt werden. Leider nimmt jedoch bei Er-

höhung der Au�ösung die benötigte Zeit für das Abrastern des gewählten Probenbereichs

deutlich zu. Der für die Aufnahme eines Bildes erforderliche Zeitraum und somit auch die

Zeitspanne zwischen zwei nacheinander aufgezeichneten Bildern musste so gewählt wer-

den, dass die Beobachtung von möglichst allen Nukleations- und Wachstumsereignissen

gelang. Bei sehr kleinen Scan�ächen (z. B. von 1, 0 µm · 1, 0 µm) ist es sehr wahrscheinlich,
dass genau im ausgewählten Probenbereich kein Kristallwachstum statt�ndet.

5.2.2.2 Dreidimensionale Rekonstruktionen der Höhenbilder

Zur Verdeutlichung und zur besseren Sichtbarkeit des Wachstums bzw. der Höhenzunah-

me der Calciumcarbonatkristalle sind in den Abbildungen 51 und 52 die dreidimensio-

nalen Rekonstruktionen (3D-Rekonstruktionen) jedes zweiten Höhenbildes (Index 1) aus

den Abbildungen 48 und 49 dargestellt. Das Bild (C) der Abbildung 51 zeigt z. B. die

dreidimensionale Rekonstruktion des Höhenbildes (C1) aus der Abbildung 48. Bei allen

3D-Rekonstruktionen wurde die gleiche Höhenskala wie bei den Höhenbildern verwendet.

Da hier die dreidimensionalen Rekonstruktionen jedes zweiten Höhenbildes gezeigt sind,

betragen die Zeitspannen zwischen den Bildern (A), (C), (E) und (G) in der Abbildung

51 jeweils etwa 60 Minuten. Die Zeitabstände zwischen den 3D-Rekonstruktionen in der

Abbildung 52 betragen jeweils etwa 30 Minuten.

Die roten Pfeile im Bild (C) der Abbildung 51 kennzeichnen beispielhaft mehrere
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durch das Abrastern der Probenober�äche mit der feinen Spitze der AFM-Sonde ent-

standene kleine �Kratzer� in der weichen organischen Matrix. Vergleicht man diese drei-

dimensionale Rekonstruktion (C) mit dem tatsächlich aufgenommenen Höhenbild (C1) in

der Abbildung 48, so ist ersichtlich, dass es sich bei diesen mit roten Pfeilen gekennzeich-

neten Strukturen wirklich um Bildartefakte handelt. Um solche Bildartefakte möglichst

zu vermeiden, erfolgte das Abbilden der Probenober�äche mit so wenig Kraft wie mög-

lich. Wie zuvor beschrieben wurde und in den Abbildungen 51 und 52 deutlich erkenn-

bar ist, sind nach dem dritten Austausch der CaCO3−Lösungen (hier ab dem Bild (G))

viele Calciumcarbonatkristalle auf der Probenober�äche gewachsen. Die entstandenen

Calciumcarbonatkristalle weisen eine eher spitze und nadelartige Form auf, sind jedoch

aufgrund der endlichen Abmessungen und der Geometrie207 der AFM-Spitze in den dreidi-

mensionalen Rekonstruktionen lateral verbreitert208 dargestellt [181, 182]. Bereits bei Be-

trachtung der Bilder (A) bis (E) ist das Wachstum einiger Calciumcarbonatkristalle beob-

achtbar. Die blauen und schwarzen Dreiecke sowie das rote Dreieck im Bild (E) markieren

beispielhaft mehrere bis zu diesem Zeitpunkt im abgebildeten Probenbereich gewachsene

Kristalle. Bei der Aufnahme des Bildes (E) betrug die Konzentration der CaCO3−Lösung
in der Petrischale 3,2mM. Die roten Dreiecke kennzeichnen einen Kristall, dessen Höhe in

den 60 Minuten zwischen den Bildern (E) und (G) stärker zugenommen hat als die Höhen

der zwei mit schwarzen Dreiecken hervorgehobenen Calciumcarbonatkristalle. Demzufol-

ge sind diese verschiedenen Kristalle mit unterschiedlichen Geschwindigkeiten gewachsen.

Dabei werden die Wachstumsgeschwindigkeiten der Calciumcarbonatkristalle auch von

den verwendeten Konzentrationen der CaCO3−Lösung in der Petrischale abhängen. Öf-

ters erfolgte auch das Wachstum von zwei oder mehr Kristallen recht dicht nebeneinander.

Jeweils zwei solche Kristalle sind im Bild (G) mit blauen, grünen bzw. schwarzen Pfei-

len markiert. Darüber hinaus ist ab dem Bild (G) das Wachstum eines Kristalls (grünes

Dreieck) zwischen den inselartigen Anordnungen beobachtbar.

Die verschiedenfarbigen Dreiecke und Pfeile in der Abbildung 52 markieren jeweils

dieselben Calciumcarbonatkristalle wie in der Abbildung 51. Die Höhen der zwei in Abbil-

dung 51 mit schwarzen Pfeilen gekennzeichneten Calciumcarbonatkristalle nahmen im

weiteren Verlauf des Kristallwachstums in den Bildern (I) bis (O) in der Abbildung 52

deutlich zu, allerdings sind diese zwei Kristalle bis zur Aufnahme des Bildes (O) noch

nicht zu einem gröÿeren, einzelnen Kristall zusammengewachsen. Aus mehreren anderen

Kristallen haben sich im Bild (O) anscheinend bereits einzelne, gröÿere Kristalle gebildet.

Die grünen Pfeile markieren dort einen solchen vermutlich gröÿeren zusammengewachsenen

207Radius, Höhe und Ö�nungswinkel
208Die Kristalle sind in allen AFM-Bildern lateral verbreitert dargestellt [181, 182].
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Calciumcarbonatkristall. Eine Überprüfung der Aussage z. B. mittels REM-Untersuchung

ist erforderlich, da die einzelnen Kristalle bei der AFM-Messung verbreitert dargestellt wer-

den und bei sehr dicht nebeneinander auftretenden, hohen Kristallen der möglicherweise

vorhandene Zwischenraum der Kristalle nicht mehr gut mit der AFM-Spitze abgebildet

werden kann. Auch die Höhe des Kristalls (grünes Dreieck), der in einem der gröÿeren

Zwischenräume der inselartigen Anordnungen entstanden ist, hat merklich zugenommen.

Zusätzlich fand das Wachstum weiterer Kristalle im Randbereich dieses Zwischenraums

statt. Die weiÿen Dreiecke im Bild (O) kennzeichnen zwei dieser Kristalle.

Abbildung 51: Dreidimensionale Rekonstruktionen (3D-Rekonstruktionen) der in Abb. 48
dargestellten Höhensignale (Bilder mit Index 1 und Scan�äche von jeweils 5, 0 µm·5, 0 µm).
Beginnend mit der 3D-Rekonstruktion des Höhenbildes (A1) sind die 3D-Rekonstruktionen
jedes zweiten Höhenbildes dargestellt. Die 3D-Rekonstruktionen sind im Vergleich zu den
Höhenbildern um einen Winkel von 15 ° nach rechts gedreht. Die Konzentrationen der
CaCO3−Lösung in der Petrischale betrugen: (A) 0, 9mM, (B) bis (C) 2, 3mM, (D) bis (E)
3, 2mM und (F) bis (H) 3, 8mM. Die roten Pfeile in (C) markieren mehrere Bildartefakte,
die durch das Abrastern der Probenober�äche mit der AFM-Spitze entstanden sind (siehe
zum Vergleich Höhenbild (C1) in Abb. 48). Ab der Konzentration von 3,2mM in (E) ist
das Wachstum mehrerer CaCO3−Kristalle auf der Probenober�äche beobachtbar. Einige
Kristalle, die mit unterschiedlichen Geschwindigkeiten gewachsen sind, sind in (E) und
(G) mit verschiedenfarbigen Dreiecken und Pfeilen markiert. Die jeweils mit schwarzen,
grünen und blauen Pfeilen markierten Kristalle haben sich dicht nebeneinander gebildet.
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Die während des Wachstumsexperiments auf der Probenober�äche gewachsenen Cal-

ciumcarbonatkristalle weisen deutlich nadelartige Formen auf. Die Bezeichnung �nadelar-

tig� oder �nadelförmig� bedeutet dabei, dass die Länge bzw. die Höhe des Kristalls viel

gröÿer ist als dessen Breite bzw. laterale Ausdehnung. O�ensichtlich ist das Calciumcar-

bonat zu Beginn des AFM-Experiments zunächst in der Form von kleinen, spitzen und

nadelförmigen Kristallen entlang der ~c -Achse in [001]-Richtung gewachsen. Später sind

diese kleinen nadelartigen Calciumcarbonatkristalle ab einer bestimmten Höhe bereits

verstärkt in die lateralen Richtungen209 entlang der ~a - und ~b -Achsen weitergewachsen

und im weiteren Verlauf teilweise schon zu gröÿeren Kristallen zusammengewachsen [3, 5].

Abbildung 52: Dreidimensionale Rekonstruktionen der in Abb. 49 dargestellten Höhen-
signale (Bilder mit Index 1 und Scan�äche von jeweils 5, 0 µm · 5, 0 µm). Dabei sind die
3D-Rekonstruktionen jedes zweiten Höhenbildes gezeigt. Die 3D-Rekonstruktionen sind
im Vergleich zu den Höhenbildern um einen Winkel von 15 ° nach rechts gedreht. Die
Konzentration der CaCO3−Lösung in der Petrischale betrug von (I) bis (P) 3, 8mM. Das
Wachstum vieler spitzer, nadelförmiger CaCO3−Kristalle ist deutlichst erkennbar. Die
verschiedenfarbigen Dreiecke und Pfeile kennzeichnen dieselben Kristalle wie in Abb. 51.
Öfters sind zwei oder mehr Kristalle recht dicht nebeneinander gewachsen (z. B. jeweils
schwarze, grüne und blaue Pfeile), die dann im weiteren Verlauf des Kristallwachstums
vermutlich teilweise bereits einzelne, gröÿere Kristalle gebildet haben.

209[100]- und [010]-Richtung
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Die während dieses zweiten Wachstumsexperiments erhaltenen AFM-Aufnahmen (sie-

he Abb. 48 bis 52) und die Erkenntnisse aus dem ersten Wachstumsexperiment auf einer

��at pearl�-Ober�äche (siehe Abb. 43 bis 47) erlauben die Annahme, dass das Calciumcar-

bonat einerseits auf dem Mineral, das durch die organische Matrix bedeckt ist, nukleiert

und die neu entstehenden Kristalle anschlieÿend als spitze Nadeln durch die vorhandenen

Poren in der interlamellaren organischen Matrix in die nächste Schicht weiterwachsen.

Diese spitzen nadelartigen Kristalle wachsen danach verstärkt in die lateralen Richtungen

([100]- und [010]-Richtung) weiter und bilden gröÿere Kristalle [3, 5]. Andererseits ent-

stehen die Calciumcarbonatkristalle vermutlich auch direkt auf der Ober�äche der orga-

nischen Matrix [14].

Bis jetzt wurden nur qualitative Aussagen über die Geschwindigkeiten, mit der sich

die Höhen der betrachteten Calciumcarbonatkristalle änderten, getro�en. Daher erfolgt im

nachfolgenden Abschnitt die quantitative Bestimmung der Wachstumsgeschwindigkeiten

mehrerer ausgewählter Kristalle.

5.2.2.3 Bestimmung der Wachstumsgeschwindigkeiten

Zur Berechnung der Wachstumsgeschwindigkeit eines Calciumcarbonatkristalls wird so-

wohl die Änderung der Höhe des Kristalls als auch die Zeitspanne dieser Höhenänderung

benötigt. Dazu muss zunächst die Bestimmung der Höhendi�erenzen desselben Calcium-

carbonatkristalls bezüglich eines Referenzpunktes in zwei zu unterschiedlichen Zeitpunkten

aufgenommenen Höhenbildern erfolgen. Die Abbildung 53 zeigt beispielhaft die Ermitt-

lung der Wachstumsgeschwindigkeit eines einzelnen Calciumcarbonatkristalls aus den Hö-

henbildern (F1) und (G1) der Abbildung 48. In beiden Höhenbildern (F1) und (G1) wurde

jeweils entlang der blauen Linie, deren Hervorhebung zusätzlich jeweils mit einem blauen

Pfeil erfolgte, mit Hilfe der AFM-Software ein horizontal verlaufendes Höhenpro�l ermit-

telt. Diese Höhenpro�le sollten dabei möglichst mittig und an der höchsten Stelle durch

den zu vermessenden Kristall verlaufen. Die erhaltenen Höhenpro�le sind jeweils unter

dem entsprechenden Höhenbild in der Abbildung 53 dargestellt. Zur besseren Sichtbarkeit

kennzeichnen die grünen Pfeile den betrachteten Kristall sowohl in den Höhenbildern als

auch in den Höhenpro�len.

Betrachtet man nun das Höhenbild (F1) und das zugehörige Höhenpro�l, so kenn-

zeichnen die zwei roten Linien die Positionen der zwei Marker, die zur Ermittlung der

Höhendi�erenz Verwendung fanden. Dabei wurde der eine Marker auf die höchste Stelle

des Calciumcarbonatkristalls gesetzt und der zweite Marker auf einen gewählten Referenz-

punkt. Anhand der bei den zwei verschiedenen Markerpositionen abgelesenen Höhen h1a210

210h1a entspricht dem an der höchsten Stelle des Kristalls abgelesenen Höhenwert.
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und h1b211 erfolgte nun die Berechnung der Höhendi�erenz 4h1 = h1a − h1b des Calcium-
carbonatkristalls im Höhenbild (F1). Analog wurde die Höhendi�erenz 4h2 = h2a − h2b
desselben Kristalls aus dem Höhenpro�l, das im Höhenbild (G1) ebenfalls entlang der

blauen Linie verläuft, bestimmt. Ist der Kristall zwischen den hier gezeigten Höhenbil-

dern (F1) und (G1) gewachsen, so muss für die ermittelten Höhendi�erenzen 4h2 > 4h1
gelten, d. h. die aus dem zweiten Höhenbild (G1) berechnete Höhendi�erenz 4h2 muss

gröÿer sein als die Höhendi�erenz 4h1 aus dem Höhenbild (F1). Anschlieÿend wurde

aus beiden Höhendi�erenzen die Höhenänderung 4h des Calciumcarbonatkristalls zwi-

schen den beiden Bildern mit 4h = 4h2 −4h1 berechnet. Da zusätzlich die Zeitpunkte,

an denen die Aufnahmen der jeweiligen Höhenbilder erfolgten, bekannt sind, konnte der

zwischen den zwei Höhenbildern verstrichene Zeitraum 4t ermittelt werden. Die Wachs-

tumsgeschwindigkeit v des Calciumcarbonatkristalls ergab sich nun als Quotient aus der

Höhenänderung 4h und dem zwischen den Bildern vergangenen Zeitraum 4t gemäÿ der
Formel v = 4h

4t = 4h2−4h1
4t .

Wie sowohl in den Höhenbildern selbst als auch in den Höhenpro�len erkennbar ist,

fand Wachstum des betrachteten Calciumcarbonatkristalls (grüner Pfeil) zwischen den

Aufnahmen der zwei Höhenbilder (F1) und (G1) statt. Aus den Höhenbildern ergaben sich

Höhendi�erenzen von 4h1 = (220± 10) nm und 4h2 = (320± 10) nm für den Kristall.

Damit wurde die Höhenänderung des Calciumcarbonatkristalls zu 4h = (100± 20) nm

bestimmt. Der Zeitraum zwischen den Aufnahmen der beiden Höhenbilder betrug dabei

4t = (29± 2) min bzw. ∆t = (1740± 120) s. Somit ergab sich die Wachstumsgeschwin-

digkeit des betrachteten Calciumcarbonatkristalls zwischen den Höhenbildern (F1) und

(G1) zu v = (3, 4± 0, 9) nm
min

= (5, 7± 1, 5) · 10−2 nm
s
.

Der Fehler der angegebenen Wachstumsgeschwindigkeit wurde wie folgt ermittelt. Die

einzelnen Höhendi�erenzen 4h1 und 4h2 konnten jeweils mit einer Genauigkeit von

±10 nm aus den entsprechenden Höhenpro�len abgelesen werden212. Da anschlieÿend ei-

ne Di�erenzbildung aus diesen zwei ermittelten Höhendi�erenzen erfolgte, ergab sich für

die Höhenänderung 4h ein Fehler von ±20 nm, der hier einem relativen Fehler von 20%

entspricht. Für die Zeitdi�erenz ∆t zwischen den Aufnahmen der Höhenbilder wurde ein

Fehler von ±2min bzw. von ±120 s angenommen, da die Angabe der Zeitpunkte der Bild-

aufnahmen jeweils mit einer Genauigkeit von ±1min erfolgte. Der Fehler der Zeitdi�erenz

entspricht hier einem relativen Fehler von etwa 7%. Da die Wachstumsgeschwindigkeit

gemäÿ der Formel v = 4h
4t berechnet wurde, erhielt man nun für die ermittelte Wachs-

tumsgeschwindigkeit des betrachteten Kristalls einen relativen Fehler von etwa 27%.

211h1b entspricht dem Höhenwert des gewählten Referenzpunktes.
212Die Ermittlung der Höhendi�erenzen erfolgte direkt mit dem Auswertungsprogramm NanoScope

Analysis 1.8.
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Abbildung 53: Bestimmung der Wachstumsgeschwindigkeit eines CaCO3−Kristalls aus
den Höhenbildern (F1) und (G1) der Abb. 48. Aus jedem Höhenbild wurde dazu ein Hö-
henpro�l, das jeweils entlang der blauen Linie verläuft, ermittelt. Die Höhenpro�le sind
jeweils unter dem entsprechenden Höhenbild dargestellt. Die roten Linien in den Höhen-
bildern und den Höhenpro�len kennzeichnen jeweils die Markerpositionen zur Ermittlung
der Höhendi�erenz.

Insgesamt erfolgte die Ermittlung der Wachstumsgeschwindigkeiten von 20 verschie-

denen Calciumcarbonatkristallen aus den Höhenbildern (D1) bis (P1). Die Wachstums-

geschwindigkeiten wurden dabei ab dem Bild (D1) bestimmt, da das Kristallwachstum

erst ab diesem Zeitpunkt auf der Probenober�äche deutlich sichtbar ist. Die Berechnung

der Wachstumsgeschwindigkeiten der ausgewählten Kristalle erfolgte separat für die Kon-

zentrationen der CaCO3−Lösung in der Petrischale von 3,2mM (Bild (D1) bis kurz vor

dem dritten Austausch) und von 3,8mM (Bilder (F1) bis (P1)). Für die Konzentration

von 3,8mM wurden zusätzlich die Wachstumsgeschwindigkeiten in den ersten 29 Minuten

vom Bild (F1) bis zum Bild (G1) ermittelt. Dabei fand die Aufnahme des Bildes (F1)

nur sieben Minuten nach dem dritten Lösungsaustausch statt. In der Abbildung 54 sind

die betrachteten Kristalle jeweils mit einem grünen Pfeil und fortlaufend mit (1) bis (20)

gekennzeichnet. Die berechneten Wachstumsgeschwindigkeiten in der Einheit 10−2 nm
s
für
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diese Kristalle in den zwei unterschiedlichen Konzentrationen der CaCO3−Lösung (3,2mM
und 3,8mM) �nden sich in der Tabelle 6. Die Fehler dieser Wachstumsgeschwindigkeiten

wurden genauso wie bereits zuvor für den mit (1) markierten Kristall berechnet.

Abbildung 54: Zur Bestimmung der Wachstums-
geschwindigkeiten ausgewählte CaCO3−Kristalle.
Dargestellt ist das AFM-Höhenbild (G1) aus Abb.
48. Die einzelnen betrachteten Kristalle sind jeweils
mit einem grünen Pfeil gekennzeichnet und mit (1)
bis (20) nummeriert. Die zu den Kristallen ermit-
telten Wachstumsgeschwindigkeiten �nden sich in
Tabelle 6.

Die Ermittlung der Wachstumsgeschwindigkeiten von mehreren der ausgewählten Cal-

ciumcarbonatkristalle in der 3,2mM CaCO3−Lösung vom Höhenbild (D1, 380. Minute)

bis zum dritten Austausch (432. Minute) gelang nicht. Entweder konnte dort noch kein

Kristallwachstum beobachtet werden oder die ermittelten Höhenänderungen der betrach-

teten Kristalle waren nur sehr gering. Bei diesen sehr kleinen Höhenänderungen ergaben

sich hier relative Fehler von 80% bis 90% für die Wachstumsgeschwindigkeiten. Daher

wurden diese Wachstumsgeschwindigkeiten nicht weiter betrachtet und nicht angegeben.

Auch die relativen Fehler der in Tabelle 6 angegebenen Wachstumsgeschwindigkeiten der

Kristalle in der 3,2mM CaCO3−Lösung betragen gröÿtenteils etwa 40% bis 50% auf-

grund kleiner Höhenzunahmen. Dennoch sind die Kristalle in der 3,2mM CaCO3−Lösung
über den Zeitraum von 49 Minuten langsamer gewachsen als im Zeitraum von 29 Minuten

(Bilder (F1) bis (G1)) bei Verwendung der Konzentration von 3,8mM. Dabei fand der

Lösungsaustausch kurz vor der Aufnahme der Bilder (F) statt. Die Wachstumsgeschwin-

digkeiten der Kristalle unterscheiden sich auch bei gleicher genutzter Konzentration der

CaCO3−Lösung in der Petrischale. Bei Betrachtung der Wachstumsgeschwindigkeiten für

die ersten 29 Minuten (Bilder (F1) bis (G1)), in denen sich das Probestück in der 3,8mM

CaCO3−Lösung befand, fällt auf, dass das Kristallwachstum dort etwa 1,2-fach bis 3-fach

schneller ablief als in den gesamten 163 Minuten von den Bildern (F1) bis (P1). Die Ta-

belle 19 im Anhang in Abschnitt 10.3 zeigt die ermittelten Wachstumsgeschwindigkeiten

aus der Tabelle 6 in der Einheit nm
min

.
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Wachstumsgeschwindigkeiten in 10−2 nm
s

bei der Konzentration
von 3,2mM über den
Zeitraum von 49min
(Bild (D1) bis kurz
vor dem Austausch)

bei der Konzentration
von 3,8mM über den
Zeitraum von 29min
(Bilder (F1) bis (G1))

bei der Konzentration
von 3,8mM über den
Zeitraum von 163min
(Bilder (F1) bis (P1))

Calcium-
carbonat-
kristall

(1) 2, 2± 0, 8 5, 7± 1, 5 2, 8± 0, 4
(2) 1, 5± 0, 7 5, 5± 1, 5 3, 7± 0, 3
(3) ������ 6, 6± 1, 6 3, 8± 0, 3
(4) 1, 6± 0, 8 5, 7± 1, 5 2, 8± 0, 3
(5) 2, 6± 0, 8 6, 1± 1, 6 2, 8± 0, 3
(6) 1, 5± 0, 8 6, 7± 1, 6 2, 2± 0, 3
(7) ������ 4, 3± 1, 4 3, 6± 0, 3
(8) ������ 4, 0± 1, 4 3, 1± 0, 3
(9) ������ 2, 8± 1, 3 2, 3± 0, 3
(10) ������ 3, 1± 1, 4 2, 5± 0, 3
(11) ������ 3, 4± 1, 4 1, 1± 0, 2
(12) ������ 5, 7± 1, 5 1, 8± 0, 2
(13) 1, 7± 0, 7 3, 7± 1, 4 1, 6± 0, 2
(14) ������ 6, 2± 1, 6 2, 4± 0, 3
(15) ������ 4, 2± 1, 4 2, 1± 0, 3
(16) ������ 2, 9± 1, 3 2, 2± 0, 3
(17) 1, 7± 0, 7 4, 6± 1, 4 2, 0± 0, 2
(18) ������ 5, 2± 1, 5 3, 5± 0, 3
(19) ������ 3, 1± 1, 4 2, 5± 0, 3
(20) 1, 6± 0, 8 5, 9± 1, 6 ������

Tabelle 6: Aus den AFM-Höhenbildern der Abb. 48 und 49 berechnete Wachstumsge-
schwindigkeiten in 10−2 nm

s
von 20 verschiedenen CaCO3−Kristallen in zwei der verwen-

deten Konzentrationen der CaCO3−Lösung in der Petrischale (3,2mM und 3,8mM). Die
Ermittlung der Wachstumsgeschwindigkeiten erfolgte ab dem Bild (D1), da erst ab diesem
Zeitpunkt das Kristallwachstum auf der Probenober�äche deutlich beobachtbar ist.

Die Wachstumsgeschwindigkeiten der Kristalle sind o�enbar direkt nach dem Aus-

tausch der CaCO3−Lösungen (Bilder (F1) bis (G1)) am höchsten und nehmen während

des weiteren Kristallwachstums im Verlauf der Bilder (G1) bis einschlieÿlich (P1) wie-

der ab. Direkt nach dem Lösungsaustausch stehen viele Calciumionen (Ca2+-Ionen) und

Carbonationen (CO 2−
3 -Ionen) für das Wachstum zur Verfügung, sodass das Kristallwachs-

tum o�enbar zunächst schnell erfolgen kann. Während des weiteren Wachstums nehmen

die Geschwindigkeiten, mit der sich die Höhen der einzelnen Calciumcarbonatkristalle

ändern, wieder ab. Dafür gibt es drei Gründe. (1) Die in der Petrischale verbleibende

Konzentration der CaCO3−Lösung wird geringer, da die Calcium- und Carbonationen für
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das Wachstum benötigt werden [4]. (2) Entsprechend der in Abschnitt 4.1 beschriebenen

Gleichgewichtsreaktion stellt sich nach einiger Zeit ein Gleichgewicht zwischen Zersetzung

und Wachstum des Calciumcarbonats ein, sodass der Austausch der CaCO3−Lösungen
während des Wachstumsexperiments möglichst in regelmäÿigen Abständen erfolgen sollte

[4, 10]. (3) Wie zuvor beschrieben, bilden sich vermutlich zunächst vor allem spitze, nadel-

artige Kristalle in Wachstumsrichtung entlang der ~c -Achse, die anschlieÿend auch verstärkt

in die lateralen Richtungen entlang der ~a - und ~b -Achsen weiterwachsen [3, 5]. Deshalb

können die Wachstumsgeschwindigkeiten von den Bildern (F1) bis (G1) auch höher sein

als die Wachstumsgeschwindigkeiten von den Bildern (F1) bis (P1). Die Abhängigkeit

der Wachstumsgeschwindigkeit von der verwendeten Konzentration der CaCO3−Lösung
in der Petrischale konnte bei diesem Wachstumsexperiment nicht detailliert genug unter-

sucht werden. Zum besseren Vergleich müsste die Bestimmung der Wachstumsgeschwin-

digkeiten über vergleichbare Gesamtzeiträume, in denen sich die Probe jeweils in einer

anderen Konzentration der CaCO3−Lösung befand, statt�nden. Der Vergleich der bei

diesem AFM-Experiment ermittelten Wachstumsgeschwindigkeiten mit den Wachstums-

geschwindigkeiten, die bei verschiedenen Wachstumsexperimenten auf frisch gespaltenen

Perlmuttober�ächen erhalten wurden, erfolgt später in Abschnitt 5.4.

5.2.2.4 Ergänzende Charakterisierung der Wachstumsfront nach dem AFM-

Wachstumsexperiment mittels REM

Nach Abschluss des AFM-Wachstumsexperiments und dem darau�olgenden Ausbau der

Petrischale mit �xierter Probe aus dem AFM wurde die in der Petrischale vorhandene

CaCO3−Lösung mittels Pipette entnommen und die Probe mehrfach mit Reinstwasser

sorgfältig abgespült. Anschlieÿend erfolgte das Entfernen von kleinen in der Petrischale

übriggebliebenen Lösungstropfen mit fusselfreien Tüchern213 und die Trocknung der Probe

über einen Zeitraum von 10 Tagen im Kühlraum bei 6 °C [4]. Die Vorbereitung des ge-

trockneten Probestücks für die REM-Untersuchung fand gemäÿ dem in Abschnitt 4.5 be-

schriebenen Präparationsverfahren statt. Dazu wurde der Petrischalenrand entfernt sowie

der übriggebliebene Petrischalenboden mit �xierter Probe mittels elektrisch leitfähigem

Haftaufkleber214 auf einem runden Probenteller215 befestigt und zusätzlich mit leitfähi-

gem, kupferbeschichtetem Klebeband216 kontaktiert. Die Untersuchung der Probe mit dem

REM erfolgte im unbeschichteten Zustand, d. h. ohne zusätzliche leitfähige Beschichtung

213VWRr Light-Duty Tissue Wipers; VWR International, LLC; Radnor, PA, USA
21425mm Durchmesser; Plano GmbH; Wetzlar, Deutschland
21532mm Durchmesser; Plano GmbH; Wetzlar, Deutschland
2166,4mm Breite, einseitig klebend; Plano GmbH; Wetzlar, Deutschland
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der Probenober�äche [4]. Alle Bilder wurden mit dem SE2-Detektor217 aufgenommen, wo-

bei ein Aperturblendendurchmesser von 30 µm und ein Neigungswinkel des Probentisches

von 0 ° Verwendung fanden [4].

In den Abbildungen 55 und 56 ist die mit dem REM aufgenommene Ober�äche

des ��at pearl�-Probestücks nach dem AFM-Wachstumsexperiment (siehe Abb. 48 und

49) dargestellt. Die Abbildung 55 zeigt die Probenober�äche mit den Scan�ächen von

650 µm · 867 µm beim Bild (A), von 127 µm · 169 µm beim Bild (B), von 83 µm · 111 µm

beim Bild (C), von 32 µm · 43 µm beim Bild (D), von 40 µm · 54 µm beim Bild (E) und

von 40 µm · 53 µm beim Bild (F). Dabei wurden für die Aufnahmen der Bilder (A), (B)

und (F) eine Beschleunigungsspannung von 0,75 kV und für die Aufnahmen der Bilder (C)

bis (E) eine Beschleunigungsspannung von 0,60 kV verwendet. Die Abbildung 56 zeigt die

Probenober�äche dann viel besser aufgelöst mit den Scan�ächen von 28 µm · 38 µm beim

Bild (A), von 14 µm ·18 µm beim Bild (B), von 7 µm ·10 µm beim Bild (C), von 6 µm ·7 µm
beim Bild (D), von 9 µm · 13 µm beim Bild (E) und von 13 µm · 17 µm beim Bild (F). Dort

fand bei den Aufnahmen der Bilder (A) bis (F) eine Beschleunigungsspannung von 0,75 kV

Verwendung [4].

In den Übersichtsaufnahmen (A) bis (C) der Abbildung 55 ist inselförmig gewach-

senes Mineral, bei dem es sich wahrscheinlich um natürlich entstandene Calcitkristalle

oder natürlich entstandene sphärolithische Aragonitkristalle handelt, auf dem darunter

be�ndlichen Deckgläschen sichtbar [3, 180]. Die grünen Pfeile in den Bildern (A) und (B)

markieren mehrere solche inselartigen Mineralanordnungen. Der Vergleich dieser REM-

Aufnahmen mit den AFM-Aufnahmen des Probestücks (siehe Abb. 37, 38, 48 und 49)

erlaubt die Annahme, dass die in den REM-Aufnahmen sichtbaren Mineralinseln bei dem

frisch präparierten Probestück der Wachstumsfront ursprünglich mit organischer Matrix

bedeckt waren218. Zwischen den verschiedenen Mineralinseln ist das Deckglas, dessen Inku-

bation im extrapallialen Raum zwischen dem Mantelepithel und der Innenseite der Schale

ursprünglich für 10 Tage erfolgte, beobachtbar. Vermutlich ist dieses Deckgläschen dort

ebenfalls mit organischer Matrix bedeckt [3, 4]. Die weiÿen Pfeile in den Bildern (A) und

(B) markieren beispielhaft das Deckglas in den Zwischenräumen der Mineralinseln, das sich

bei der REM-Untersuchung trotz der Verwendung nur kleiner Beschleunigungsspannun-

gen von 0,60 kV oder 0,75 kV sehr schnell aufgrund des Abrasterns der Probenober�äche

mittels Elektronenstrahl aufgeladen hat. Diese Au�adungen sind an den hellen, weiÿen

Bereichen auf der Probenober�äche erkennbar [4].

217siehe Abschnitt 3.2
218Da das Probestück für die REM-Untersuchung nicht leitfähig beschichtet wurde, ist die möglicher-

weise vorhandene organische Matrix in den REM-Aufnahmen nicht sichtbar [4].
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Bereits in den Bildern (B) und (C) ist erkennbar, dass sich auf den Ober�ächen dieser

inselartigen Mineralanordnungen jeweils kleine dünne, aus Calciumcarbonat bestehende,

Kristalle be�nden. Die roten Pfeile kennzeichnen beispielhaft mehrere Mineralinseln, auf

denen viele solcher kleineren sehr dicht nebeneinander gewachsenen Kristalle existieren.

In den Bildern (D) bis (F) sind viele dieser Calciumcarbonatkristalle, die eindeutig na-

delartige Formen aufweisen, besser beobachtbar. Die gelben Pfeile im Bild (D) markieren

mehrere einzelne nadelförmige Kristalle. Auf der Probenober�äche treten einerseits Berei-

che auf, in denen die nadelförmigen Kristalle über die gesamten Mineralinseln gewachsen

sind und andererseits Bereiche, in denen diese Kristallnadeln verstärkt oder nur am Rand

der Mineralinseln vorhanden sind. Die blauen Pfeile in den Bildern (B) und (C) kennzeich-

nen im Gegensatz zu den roten Pfeilen Bereiche, in denen die Calciumcarbonatkristalle

nur am Rand der Mineralinseln auftreten. Die Bilder (E) und (F) zeigen weitere mit dem

REM aufgenommene Ober�ächenbereiche des Probestücks, in denen besonders viele dieser

nadelförmigen Kristalle mit sehr hohen Ober�ächendichten gewachsen sind.

Um die einzelnen auf den Mineralinseln gewachsenen Kristalle noch besser zu charak-

terisieren, wurden weitere REM-Aufnahmen mit höheren Au�ösungen aufgenommen. Die

Abbildung 56 zeigt nun REM-Aufnahmen des Probestücks mit höheren Vergröÿerungen,

d. h. kleineren Scan�ächen, deren Angabe schon erfolgte. Bereits im Bild (A) ist gut erkenn-

bar, dass die auf der Ober�äche des inselartig gewachsenen Minerals vorhandenen Kristalle

eindeutig nadelförmig sind. Der grün hervorgehobene Bereich aus dem Bild (A) ist im Bild

(B) entsprechend vergröÿert dargestellt und das Bild (C) zeigt eine noch weiter vergröÿer-

te Aufnahme des Bildes (B). Die gelben Dreiecke im Bild (B) markieren sechs verschie-

dene nadelartige Calciumcarbonatkristalle. Diese Kristalle weisen dabei unterschiedliche

Höhen und verschiedene laterale Ausdehnungen bzw. Durchmesser auf. Zum Aspektver-

hältnis, das sich aus Höhe und Durchmesser der Kristallnadeln ergeben würde, können

keine Aussagen getro�en werden, da die Aufnahmen der REM-Bilder unter einem schrä-

gen Winkel219 zwischen Probenober�äche und SE2-Detektor erfolgten und dadurch Höhe

und Durchmesser nur sehr ungenau bestimmt werden können. Die roten Dreiecke im Bild

(C) kennzeichnen z. B. zwei Kristalle, die jeweils nur eine geringe laterale Ausdehnung und

eine geringe Höhe aufweisen. Diese zwei Kristalle haben vermutlich erst kurze Zeit zuvor

begonnen zu wachsen. Die blauen, grünen und weiÿen Dreiecke markieren hingegen bereits

deutlich höhere Kristalle. Dabei weisen die mit grünen Dreiecken hervorgehobenen Kris-

talle gröÿere laterale Ausdehnungen bzw. Durchmesser auf als die mit weiÿen und blauen

Dreiecken gekennzeichneten Kristalle. Die Bildung dieser zwei gröÿeren, mit grünen Drei-

219Die REM-Untersuchung erfolgte bei einem Neigungswinkel des Probentisches von 0 °, jedoch ist der
SE2-Detektor seitlich in einem schrägen Winkel zum Probentisch angebracht (siehe Abschnitt 3.2)
[148].
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ecken markierten Kristalle ist vermutlich jeweils durch das Zusammenwachsen von zwei

oder mehr dünnen, sehr dicht nebeneinander entstandenen Kristallnadeln bedingt. Das

Wachstum anderer spitzer, nadelförmiger Calciumcarbonatkristalle erfolgte ebenfalls in

unmittelbarer Nähe voneinander, jedoch sind diese Kristalle nicht zusammengewachsen

(weiÿe Dreiecke). Die mit blauen Dreiecken gekennzeichneten Kristallnadeln sind eher ver-

einzelt gewachsen und recht dünn. Im Bild (D) sind einige der vorhandenen Kristallnadeln

o�enbar abgebrochen bzw. �umgeknickt� (rot-weiÿe Dreiecke). Dieses �Abknicken� ist ver-

mutlich durch die Präparation der Probe für die REM-Untersuchung bedingt. Das Bild

(E) zeigt einen Probenbereich, in dem viele der Calciumcarbonatnadeln mit einer sehr ho-

hen Ober�ächendichte gewachsen sind und sogar das darunterliegende Mineral nicht mehr

erkennbar ist. Im Bild (F) hingegen tritt nur eine geringe Anzahl dieser nadelartigen Kris-

talle auf. Einige dieser Kristalle sind im Bild (F) in einem Bereich, in dem das Wachstum

erst angefangen hat, mit weiÿ-schwarzen Pfeilen markiert.

Die während des AFM-Experiments erfolgte direkte Beobachtung des Wachstums meh-

rerer nadelartiger Calciumcarbonatkristalle auf der Wachstumsfront (siehe Abb. 48 und

49) und die anschlieÿende Charakterisierung desselben ��at pearl�-Probestücks mit dem

REM (siehe Abb. 55 und 56) ermöglichen die Schlussfolgerung, dass die in den REM-

Aufnahmen sehr deutlich erkennbaren nadelförmigen Calciumcarbonatkristalle während

des AFM-Wachstumsexperiments auf dem darunterliegenden inselartig geformten Mineral

gewachsen sind. Vermutlich erfolgte das Wachstum der Calciumcarbonatnadeln gröÿten-

teils durch die in den AFM-Aufnahmen gut beobachtbaren Poren bzw. Löcher zwischen

den verschiedenen Chitin�lamenten der organischen Matrix, aber auch auf der Ober�äche

dieser organischen Matrix [5, 14].

Betrachtet man im Bild (D) einen Ober�ächenbereich von 6 µm · 7 µm, so zählt man

dort etwa 145±20 nadelförmige Calciumcarbonatkristalle [4]. Einerseits kann bei mehreren

Kristallen in der REM-Aufnahme nur schwer entschieden werden, ob jeweils das Wachs-

tum von mehreren Kristallnadeln direkt nebeneinander stattfand oder es sich bereits um

einen einzelnen gröÿeren Kristall handelt [4]. Andererseits liegen auch mehrere abgebro-

chene Kristalle auf der Probenober�äche. Damit ergab sich für den im Bild (D) gezeigten

Probenbereich eine Ober�ächendichte der Calciumcarbonatnadeln von (3, 5± 0, 5) µm−2.

Allerdings wurde hier für die Ermittlung der Ober�ächendichte nur ein kleiner Proben-

bereich mit einer hohen Dichte von etwa in gleichem Abstand zueinander gewachsenen

Kristallnadeln betrachtet. In den REM-Aufnahmen bei gröÿeren Scan�ächen220 ist deut-

lich zu sehen, dass diese nadelförmigen Calciumcarbonatkristalle jedoch nicht homogen

über die gesamte Ober�äche verteilt sind.

220Eine gröÿere Scan�äche entspricht einer geringeren Vergröÿerung.
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Abbildung 55: REM-Aufnahmen des ��at pearl�-Bruchstücks (Inkubation von 10 Tagen
zwischen dem Mantelepithel des Schneckenkörpers und der Schaleninnenseite) nach dem
AFM-Wachstumsexperiment (siehe Abb. 48 und 49). Scan�ächen: (A) 650 µm · 867 µm,
(B) 127 µm · 169 µm, (C) 83 µm · 111 µm, (D) 32 µm · 43 µm, (E) 40 µm · 54 µm und (F)
40 µm · 53 µm; Neigungswinkel des Probentisches: 0 °. Auf dem zwischen Mantelepithel
und Schale inkubierten Deckgläschen (weiÿe Pfeile in (A) und (B)) ist deutlich inselförmig
gewachsenes Mineral (grüne Pfeile in (A) und (B)) zu erkennen (vgl. [3]). Auf den Ober-
�ächen dieser Mineralinseln be�nden sich viele, vermutlich während des AFM-Experiments
entstandene, Kristalle (rote und blaue Pfeile in (B) und (C)). Die gelben Pfeile in (D)
markieren beispielhaft mehrere einzelne nadelförmige CaCO3−Kristalle auf dem darunter-
liegenden Mineral. (E) und (F) zeigen weitere Ober�ächenbereiche des Probestücks.
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Abbildung 56: REM-Aufnahmen des bereits in Abb. 55 gezeigten ��at pearl�-Probestücks
bei weiterer Vergröÿerung. Scan�ächen: (A) 28 µm · 38 µm, (B) 14 µm · 18 µm, (C) 7 µm ·
10 µm, (D) 6 µm · 7 µm, (E) 9 µm · 13 µm und (F) 13 µm · 17 µm; Neigungswinkel des
Probentisches: 0 °. Der grün hervorgehobene Bereich aus (A) ist in (B) entsprechend ver-
gröÿert dargestellt. Auf dem inselförmig gewachsenen Mineral sind o�ensichtlich viele na-
delförmige CaCO3−Kristalle entstanden (gelbe Dreiecke in (B)). Dabei weisen die nadel-
artigen Kristalle unterschiedliche Höhen und Durchmesser bzw. laterale Ausdehnungen auf
(verschiedenfarbige Dreiecke in (C)). Einige der CaCO3−Kristalle sind, vermutlich bedingt
durch die Probenpräparation für die REM-Untersuchung, abgebrochen bzw. �umgeknickt�
(rot-weiÿe Dreiecke in (D)). Es existieren einerseits Bereiche, in denen viele CaCO3−
Kristalle mit hohen Ober�ächendichten auftreten (Bild (E)) und andererseits Bereiche, in
denen bisher nur wenige Kristalle entstanden sind (weiÿ-schwarze Pfeile in (F)).
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In diesem Wachstumsexperiment konnte das induzierte Wachstum von vielen nadel-

förmigen Calciumcarbonatkristallen auf dem betrachteten Probenbereich der nach nur

10-tägiger Inkubation entstandenen Wachstumsfront direkt mit dem AFM beobachtet wer-

den (siehe Abb. 48 und 49). Zusätzlich gelang es, nach dem AFM-Wachstumsexperiment

die Wachstumsgeschwindigkeiten der Calciumcarbonatkristalle zu ermitteln (siehe Tab. 6)

und die nadelförmige Struktur der gewachsenen Kristalle mit dem REM zu beobachten

(siehe Abb. 55 und 56). Da die auf der Probenober�äche gewachsenen Kristalle eine cha-

rakteristische nadelförmige bzw. nadelartige Wachstumsgeometrie zeigen, bestehen diese

Kristallnadeln vermutlich aus Aragonit.

Zum Vergleich und um weitere Hinweise zum Aragonitwachstum im Perlmutt zu erhal-

ten, erfolgte die Durchführung von mehreren AFM-Wachstumsexperimenten mit verschie-

den übersättigten CaCO3−Lösungen auch auf frisch gespaltenen Perlmuttober�ächen. Da-
bei konnte bei verschiedenen Perlmuttspalt�ächen ebenfalls das Wachstum von nadelför-

migen Calciumcarbonatkristallen direkt beobachtet werden (siehe Abschnitt 5.4). Für die

Wachstumsexperimente auf den frisch gespaltenen Perlmuttober�ächen erfolgt ebenfalls

die Berechnung der Ober�ächendichten der gewachsenen Calciumcarbonatnadeln.

5.3 Charakterisierung der Perlmuttspalt�ächen mittels AFM

Wie zuvor bei den Wachstumsfronten erfolgten zuerst die Untersuchung und die Charak-

terisierung der Ober�ächenstruktur der frisch gespaltenen Perlmuttober�ächen bzw. Perl-

muttspalt�ächen mit dem Rasterkraftmikroskop (AFM). Die Erzeugung der Perlmutt-

spalt�ächen und die Vorbereitungen der Probestücke für die AFM-Untersuchungen fan-

den gemäÿ der in Abschnitt 4.2.3 beschriebenen Präparationsprozedur statt. Anschlieÿend

wurde das Wachstum von Calciumcarbonatkristallen auch auf frisch gespaltenen Perlmutt-

ober�ächen direkt mit dem AFM beobachtet. Bei den Strukturuntersuchungen und eben-

falls bei den Wachstumsexperimenten fanden sowohl PeakForce-HiRs-F-A AFM-Sonden

als auch ScanAsyst-Air221 AFM-Sonden Verwendung.

5.3.1 Charakterisierung der Ober�ächenstruktur

Die Strukturuntersuchungen fanden jeweils an einer frisch präparierten Perlmuttspalt-

�äche statt, die eine Gröÿe von maximal 4mm · 4mm aufwies. Die Erzeugung der frisch

gespaltenen Perlmuttober�ächen erfolgte durch gezielte Hammerschläge aus den Scha-

len von bereits gestorbenen Meeresschnecken der Art Haliotis tuberculata, die bei −20 °C

221Spezi�kationen der PeakForce-HiRs-F-A AFM-Sonden und der ScanAsyst-Air AFM-Sonden siehe
Anhang (Abschnitt 10.1)
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eingefroren waren und nur für die Präparation kurzzeitig aufgetaut wurden [4]. Direkt

nach Gewinnung der Perlmuttspalt�ächen erfolgte deren Befeuchtung mit einer gesättig-

ten 0,9mM CaCO3−Lösung oder einer gering übersättigten 1mM CaCO3−Lösung [4].

Nach Auswahl eines geeigneten Probestücks wurde dieses zuerst mit Hilfe des Zweikom-

ponentenklebers222 in der Mitte einer 35mm groÿen Petrischale223 �xiert und anschlie-

ÿend die Probenober�äche sofort mit der zuvor verwendeten CaCO3−Lösung (0,9mM

oder 1mM) erneut benetzt. Die ständige Befeuchtung der Perlmuttspalt�äche während

der Präparationsprozedur verhinderte das Austrocknen der Probe [4]. Nach Abbinden des

zur Proben�xierung verwendeten Zweikomponentenklebers wurde zusätzlich ein Volumen

von 3ml der für das Feuchthalten der Probenober�äche benutzten CaCO3−Lösung in die

Petrischale pipettiert. Vor Einbau der Petrischale mit präparierter Probe ins AFM fand

jeweils die Kalibrierung der für die Untersuchung genutzten AFM-Sonde gemäÿ den in

Abschnitt 4.4.4 beschriebenen Verfahren statt. Anschlieÿend wurde die Probe ins AFM

eingebaut und ein geeigneter Probenbereich zum Abbilden ausgewählt.

Bei mehreren verschiedenen und in unterschiedlichen Präparationsansätzen frisch er-

zeugten Perlmuttspalt�ächen wurde nun die Ober�ächenstruktur mit dem AFM genauer

untersucht. Dabei konnten die Ober�ächenstrukturen einzelner Aragonitplättchen mit bei-

den AFM-Sondenarten gut aufgelöst abgebildet werden. Im Folgenden �nden sich AFM-

Aufnahmen einiger dieser frisch gespaltenen Perlmuttober�ächen. Auf zwei der in diesem

Abschnitt gezeigten Perlmuttspalt�ächen wurden jeweils sofort nach der Strukturunter-

suchung auch Experimente zum Wachstum von Calciumcarbonat durchgeführt. Die de-

taillierte Beschreibung dieser AFM-Wachstumsexperimente erfolgt in Abschnitt 5.4.

Erste Probe - Untersuchung der Ober�ächen einzelner Aragonitplättchen

In der Abbildung 57 ist die mit dem AFM aufgenommene Ober�äche einer frisch präpa-

rierten Perlmuttspalt�äche, die sich in 3ml einer 0,9mM CaCO3−Lösung befand, mit den
zwei Scan�ächen von 5, 0 µm · 5, 0 µm bei den Bildern (A) und von 3, 2 µm · 3, 2 µm bei

den Bildern (B) dargestellt. Dort zeigen die Bilder mit dem Index 1 (links) wieder die

Höhensignale und die Bilder mit dem Index 2 (rechts) die entsprechenden Fehlersignale.

Im Weiteren bezeichnet die Angabe �die Bilder (z. B. A)� wie zuvor immer sowohl das

Höhenbild (A1) als auch das Fehlersignalbild (A2). Das Abbilden der Probenober�äche

erfolgte mit einer ScanAsyst-Air AFM-Sonde. Die Aufnahme der Bilder (A) fand mit

einer Au�ösung von 256 x 256Pixel, einer Abtastrate von 0,795Hz und einer abbildenden

Kraft von 4 nN statt. Die für das Abbilden der wesentlich gleichmäÿigeren Ober�äche eines

222Epoxykleber, max. 4min Topfzeit; Bindulin; H.L. Schönleber GmbH; Fürth, Deutschland
22310mm Höhe, max. 10ml Volumen, aus Polystyrol; Sarstedt AG & Co. KG; Nümbrecht, Deutschland
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einzelnen Aragonitplättchens notwendige Kraft konnte bei der Aufnahme der Bilder (B) im

Vergleich zur Bildaufnahme (A) deutlich reduziert werden. Daher erfolgte die Aufnahme

der Bilder (B) mit einer kleineren abbildenden Kraft von 400 pN sowie mit einer höheren

Au�ösung von 512 x 512Pixel und einer kleineren Abtastrate von 0,398Hz.

Während der Präparation des Probestücks wurde eine 0,9mM CaCO3−Lösung ver-

wendet. Die Kalibrierung der AFM-Sonde erfolgte vor Probeneinbau auf dem Boden einer

weiteren Petrischale, in der sich nur 3ml der 0,9mM CaCO3−Lösung befanden. Diese

�touch�-Kalibrierung lieferte für den Cantilever eine Federkonstante von 0, 48 N
m
und eine

De�ektionssensitivität224 von (25, 9± 1, 4) nm
V
.

Die Bilder (A) zeigen deutlich zwei direkt übereinanderliegende Schichten, die aus

einzelnen Aragonitplättchen bestehen. Die blauen Pfeile markieren dort die obere, aus

Aragonitplättchen aufgebaute, Schicht und die roten Pfeile kennzeichnen die untere Ara-

gonitschicht. Die drei abgebildeten Aragonitplättchen in der oberen Schicht, die jeweils

mit einem grünen Pfeil und mit (1), (2) bzw. (3) markiert sind, und deren Kanten bzw.

Ränder sind besonders gut erkennbar. Dabei sind allerdings jeweils nicht die vollstän-

digen Aragonitplättchen, sondern nur Teile der drei Plättchenober�ächen abgebildet. Die

vollständigen lateralen Abmessungen bzw. Ausdehnungen der einzelnen Plättchen, deren

Bestimmung aus den in Abschnitt 5.4.2.4 gezeigten REM-Aufnahmen derselben Perlmutt-

spalt�äche erfolgte, liegen im Bereich von etwa 4 µm bis 9 µm. Dabei konnte jedoch nicht

die Vermessung genau derselben Aragonitplättchen, die hier in den AFM-Aufnahmen in

der Abbildung 57 gezeigt sind, erfolgen. Die weiÿen Pfeile in allen Bildern heben den gut

sichtbaren Verlauf der Ränder bzw. Kanten der drei dicht aneinandergrenzenden Arago-

nitplättchen in der oberen Schicht hervor. Bereits im Bild (A1) ist beobachtbar, dass in

der Ober�äche des mit (1) markierten Aragonitplättchens eine lateral breitere Vertiefung

bzw. ein lateral breiteres Loch (weiÿes Dreieck) existiert.

Die Höhe des mit (1) bzw. (2) gekennzeichneten Aragonitplättchens beträgt (450 ±
25) nm bzw. (460 ± 40) nm. Dabei erfolgte die Bestimmung der Aragonitplättchenhöhen

und der entsprechenden Fehler analog zu dem in Abschnitt 5.1.1 detailliert beschriebenen

Verfahren, bei dem die Höhen der einzelnen Aragonitplättchen eines �stack of coins� er-

mittelt wurden. Die Ausmessung der Höhendi�erenzen zwischen den Ober�ächen der zwei

ausgewählten in der oberen Schicht be�ndlichen Aragonitplättchen und der unteren Ara-

gonitschicht erfolgte jeweils 16-mal an mehreren unterschiedlichen Stellen entlang vier

verschiedener Höhenpro�le. Für jedes Aragonitplättchen wurde die Höhendi�erenz somit

insgesamt 64-mal vermessen. Ein Höhenpro�l, das beispielhaft die Vermessung der Höhe

224Die nominale De�ektionssensitivität der ScanAsyst-Air AFM-Sonden beträgt 30, 0 nm
V
. Es sind

keine Informationen über die minimal und maximal mögliche De�ektionssensitivität verfügbar.
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des mit (1) markierten Aragonitplättchens zeigt, ist in der Abbildung 101 im Anhang225

zu �nden. Aus den erhaltenen Höhendi�erenzen erfolgte anschlieÿend jeweils die Berech-

nung des Mittelwerts. Der Fehler der ermittelten Aragonitplättchenhöhe wurde jeweils mit

Hilfe der Standardabweichung berechnet. Die hier ermittelten Höhen der einzelnen Ara-

gonitplättchen stimmen gut überein: (1) mit den in Abschnitt 5.1.1 ausgemessenen Höhen

der Aragonitplättchen des �stack of coins� und (2) mit der in der Literatur angegebenen

Aragonitplättchenhöhe von etwa 500 nm [5].

In den Bildern (A) ist schon erkennbar, dass die einzelnen in einer Schicht gewachsenen

Aragonitplättchen, deren Höhen etwa der mittleren Wellenlänge des sichtbaren Lichts ent-

sprechen, nach Fertigstellung des Wachstums aneinanderstoÿen und lateral nur durch die

dünne intertabulare organische Matrix voneinander getrennt werden [4, 5]. Viele aneinan-

dergrenzende Aragonitplättchen bilden dann lateral ausgedehnte Aragonitschichten, die

wiederum über und unter anderen Schichten angeordnet sind [4]. Diese Aragonitschichten

sind dann in vertikaler Richtung jeweils durch eine etwa 30 nm bis 50 nm dicke Schicht der

interlamellaren organischen Matrix voneinander getrennt [1, 5].

Das Bild (B1) bzw. (B2) zeigt eine vergröÿerte Aufnahme des mit (1) markierten Ara-

gonitplättchens aus dem Bild (A1) bzw. (A2). Dort ist die Ober�ächenstruktur dieses

Aragonitplättchens noch viel besser sichtbar. Auf dem Aragonitplättchen existieren vie-

le, bereits einige Nanometer bis zu wenigen zehn Nanometern hohe, natürlich gewach-

sene kristalline Strukturen, d. h. die Aragonitplättchenober�äche ist nicht glatt [4, 77].

Die blauen Dreiecke kennzeichnen beispielhaft einige dieser kleineren kristallinen Struk-

turen. Diese natürlich entstandenen Strukturen sind vermutlich sowohl sogenannte �nano-

asperities�, d. h. nanoskalierte, durch die Kristallisation hervorgerufene Unebenheiten auf

den groÿen horizontalen (001)-Ober�ächen der Aragonitplättchen, als auch sehr kleine,

nadelförmige Aragonitkristalle, die bereits während des Aragonitwachstums in der Schne-

ckenschale gewachsen sind [4, 77]. Allerdings ist eine genaue Unterscheidung zwischen

den nanoskalierten, durch die Kristallisation hervorgerufenen Unebenheiten und kleinen,

bereits nadelförmig gewachsenen Aragonitkristallen in den AFM-Aufnahmen hier nicht

möglich [4]. Da für die Benetzung des Probestücks während der Präparationsprozedur ei-

ne 0,9mM CaCO3−Lösung Verwendung fand, dürfte auf der frisch gespaltenen Perlmutt-

ober�äche bis zu diesem Zeitpunkt noch kein induziertes Kristallwachstum stattgefunden

haben [4]. Wie in den Bildern (A) kennzeichnen die weiÿen Pfeile in den Bildern (B)

auch den Verlauf der Ränder bzw. Kanten der drei sichtbaren dicht aneinandergrenzenden

Aragonitplättchen in der oberen Schicht.

225siehe Abschnitt 10.4
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Abbildung 57: AFM-Aufnahmen einer frisch gespaltenen Perlmuttober�äche in 3ml einer
0,9mM CaCO3−Lösung. Scan�ächen: (A) 5, 0 µm ·5, 0 µm und (B) 3, 2 µm ·3, 2 µm. Bilder
mit Index 1 (links) zeigen die Höhensignale und Bilder mit Index 2 (rechts) die Fehler-
signale. In (A) sind deutlich zwei übereinanderliegende Schichten bestehend aus einzelnen
Aragonitplättchen beobachtbar, wobei die blauen Pfeile die obere Schicht und die roten
Pfeile die untere Schicht markieren [4]. Der gut erkennbare Verlauf der Ränder bzw. Kan-
ten der drei aneinandergrenzenden Aragonitplättchen in der oberen Schicht (grüne Pfeile
und gekennzeichnet mit (1) bis (3)) ist in allen Bildern mit weiÿen Pfeilen hervorgeho-
ben. In der Ober�äche des Aragonitplättchens (1) be�ndet sich eine Vertiefung bzw. ein
Loch (weiÿes Dreieck in (A1)). (B) zeigt eine vergröÿerte Aufnahme des linken, mit (1)
gekennzeichneten, Aragonitplättchens aus der oberen Schicht. Dort ist die Vertiefung bzw.
das Loch noch wesentlich besser erkennbar (weiÿes Dreieck in (B1)). Zusätzlich sind auf
der Plättchenober�äche viele, bereits einige Nanometer bis zu wenigen zehn Nanometern
hohe, natürlich gewachsene kristalline Strukturen vorhanden (blaue Dreiecke). Die roten
und grünen Dreiecke markieren deutlich höhere auf der Plättchenober�äche existierende
natürlich gewachsene Aragonitkristalle.

Wie bereits im Bild (A1) beobachtet, tritt in der Ober�äche des Aragonitplättchens (1)

eine lateral breitere Vertiefung bzw. ein Loch auf. Im Bild (B1) ist dieses Loch (weiÿes Drei-

eck) viel deutlicher erkennbar. Vermutlich befand sich in diesem Loch vor der Erzeugung
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der Perlmuttspalt�äche eine Mineralbrücke, die die ursprünglich übereinander angeord-

neten Aragonitplättchen miteinander verband. Wie in Abschnitt 2.3 beschrieben, handelt

es sich bei den Mineralbrücken um kristalline Verbindungen mit einem Durchmesser von

etwa 30 nm und einer Höhe von etwa 30 nm bis 50 nm226, die sich in vertikaler Richtung

zwischen zwei übereinanderliegenden Aragonitplättchen ausbilden [4, 14]. Ursprünglich

vorhandene Mineralbrücken könnten während der Präparation der frisch gespaltenen Perl-

muttober�ächen aus den Schneckenschalen durch Hammerschläge abgebrochen sein [4].

Am unteren, rechten Rand der Vertiefung bzw. des Lochs be�ndet sich bereits ein etwas

höherer Kristall, dessen genaue Höhe hier jedoch nicht ermittelt werden konnte. Die ro-

ten Dreiecke in den Bildern (B1) und (B2) markieren zur besseren Sichtbarkeit diesen

Kristall. Die Höhe des Kristalls könnte bei induziertem, d. h. durch Einspülen von höher

übersättigten CaCO3−Lösungen hervorgerufenem, Wachstum zunehmen. Dieser Kristall

ist vermutlich ein präparationsbedingtes Bruchstück einer Mineralbrücke oder ein Ansatz

für eine neue Mineralbrücke. Auf der Ober�äche des Aragonitplättchens existiert zudem ein

etwa 60 nm hoher, höchstwahrscheinlich aus Aragonit bestehender, Kristall (grüne Drei-

ecke). Dieser Kristall, der, wie später in der 3D-Rekonstruktion (siehe Abb. 58) gezeigt

wird, über die üblichen Abmaÿe der �nanoasperities� hinausgeht, ist vermutlich ebenfalls

während des natürlichen Aragonitwachstums entstanden und eventuell ein präparations-

bedingtes Bruchstück einer Mineralbrücke. Das Bild (B1) bzw. (B2) zeigt den Bereich

der frisch gespaltenen Perlmuttober�äche, auf dem später das Wachstum von Calcium-

carbonatkristallen durch die Verwendung von höher übersättigten CaCO3−Lösungen in-

duziert und direkt mit dem AFM beobachtet wurde.

Zum Vergleich und zur besseren Sichtbarkeit der einzelnen Strukturen auf der Aragonit-

plättchenober�äche zeigt die Abbildung 58 zusätzlich die dreidimensionale Rekonstruk-

tion des in Abbildung 57 dargestellten Höhensignals (B1). Für die Darstellung ist diese

dreidimensionale Rekonstruktion im Vergleich zum Höhenbild (B1) um einen Winkel von

16 ° nach rechts gedreht. Als Ergänzung �ndet sich die dreidimensionale Rekonstruktion

des in Abbildung 57 gezeigten Höhensignals (A1) in der Abbildung 100 im Anhang in

Abschnitt 10.4.

In der Abbildung 58 sind deutlich der etwa 60 nm hohe, natürlich gewachsene Arago-

nitkristall (grünes Dreieck) und die kleinen, einige Nanometer bis zu wenigen zehn Na-

nometern hohen, kristallinen Strukturen (blaue Dreiecke) auf den Plättchenober�ächen

sowie die Vertiefung bzw. das Loch (weiÿes Dreieck) in der Ober�äche des linken Arago-

nitplättchens und der Kristall im unteren, rechten Bereich des Lochs (rotes Dreieck) sicht-

226Die Höhe der Mineralbrücken entspricht etwa der Schichtdicke der interlamellaren organischen Matrix
zwischen zwei übereinanderliegenden Aragonitplättchen [5, 18].
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bar. Der eine wesentlich höhere, mit grünem Dreieck markierte, natürlich gewachsene Ara-

gonitkristall auf der linken Plättchenober�äche weist eine nadelartige, gestreckte Form

in [001]-Richtung entlang seiner ~c -Achse auf. Wie bereits zuvor erwähnt, bedeutet die

Bezeichnung �nadelartig� oder �nadelförmig� hier, dass die Länge bzw. die Höhe des Kris-

talls viel gröÿer ist als dessen Breite bzw. laterale Ausdehnung. Aufgrund des Verbrei-

terungse�ektes bedingt durch die endlichen Abmessungen und die Geometrie227 der zum

Abbilden verwendeten Spitze der AFM-Sonde ist die laterale Ausdehnung dieses Kristalls

in den AFM-Aufnahmen zusätzlich verbreitert dargestellt [181, 182]. Eine Angabe zum

Aspektverhältnis dieser Kristallnadel ist daher nicht möglich.

Abbildung 58: Dreidimensionale Rekonstruktion des in Abb. 57 dargestellten Höhenbildes
(B1) mit der Scan�äche von 3, 2 µm · 3, 2 µm. Die 3D-Rekonstruktion ist im Vergleich
zum Höhenbild um einen Winkel von 16 ° nach rechts gedreht. Auf der Probenober�äche
sind ein nadelförmiger, etwa 60 nm hoher, natürlich gewachsener Aragonitkristall (grü-
nes Dreieck) und viele kleine, einige Nanometer bis zu wenigen zehn Nanometern hohe,
kristalline Strukturen (blaue Dreiecke) beobachtbar. Die blauen Dreiecke kennzeichnen
hier nicht genau dieselben Strukturen wie in Abb. 57. Diese kleinen kristallinen Struktu-
ren sind vermutlich bereits nadelförmige, natürlich gewachsene Aragonitkristalle und/oder
�nanoasperities�, d. h. durch Kristallisation bedingte Unebenheiten auf den groÿen, hori-
zontalen (001)-Ober�ächen der Aragonitplättchen [4, 77]. Das weiÿe Dreieck markiert die
breitere Vertiefung bzw. das Loch, in dem sich vermutlich vor Probenpräparation eine
Mineralbrücke befand [4]. In diesem Loch ist im unteren, rechten Bereich ein ebenfalls
nadelförmiger natürlich gewachsener Aragonitkristall vorhanden (rotes Dreieck).

Auch die lateralen Abmessungen der nur einige Nanometer hohen, auf der Plättchen-

ober�äche vorhandenen natürlich gewachsenen Kristallstrukturen sind dadurch verbreitert

abgebildet. Diese kleineren kristallinen Strukturen sind sowohl nanoskalierte Unebenheiten

(�nanoasperities�) auf der Aragonitplättchenober�äche als auch sehr kleine, nadelförmige

227Radius, Höhe und Ö�nungswinkel
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natürlich gewachsene Aragonitkristalle [4, 77]. Die blauen Dreiecke markieren hier beispiel-

haft mehrere dieser kleineren kristallinen Strukturen, jedoch nicht dieselben Strukturen

wie im Höhenbild (B1) der Abbildung 57. Der im Loch auf der rechten Seite gewachse-

ne Aragonitkristall (rotes Dreieck), von dem hier im Bild vermutlich nur der obere Teil

sichtbar ist, erscheint ebenfalls nadelförmig. Das Wachstum dieses Aragonitkristalls hat

vermutlich bereits stattgefunden, als die Meeresschnecke noch lebte [4]. Wahrscheinlich ist

der Aragonitkristall dabei von dem darunterliegenden Aragonitplättchen aus nach oben

durch die Poren der interlamellaren organischen Matrix in die nächste Schicht gewachsen

und damit ein Ansatz für eine neue Mineralbrücke [4, 5].

Zweite Probe - Genauere Untersuchung der Plättchenober�ächen mittels Peak-

Force HiRs-F-A AFM-Sonden

Um die Ober�ächenstrukturen einzelner Aragonitplättchen noch besser aufgelöst abzubil-

den und damit auch besser zu charakterisieren, wurden zusätzlich, zum Vergleich mit der

vorangegangenen AFM-Untersuchung, mehrere frisch gespaltene Perlmuttober�ächen mit

Hilfe der PeakForce-HiRs-F-A AFM-Sonden untersucht. Die Abbildung 59 zeigt nun

AFM-Aufnahmen der Ober�äche einer weiteren aus der Schale einer anderen, ebenfalls

bereits gestorbenen, Meeresschnecke präparierten Perlmuttspalt�äche mit der Scan�äche

von 2, 9 µm · 2, 9 µm. Dort zeigen die Bilder mit dem Index 1 (links) die Höhensignale und

die Bilder mit dem Index 2 (rechts) die entsprechenden Fehlersignale. Das Abbilden der

Probenober�äche erfolgte wieder in 3ml einer 0,9mM CaCO3−Lösung und bei Verwen-

dung einer Au�ösung von 512 x 512Pixel, einer Abtastrate von 0,398Hz sowie einer Kraft

von 200 pN.

Das Probestück wurde während der Präparationsprozedur mehrfach mit einer 0,9mM

CaCO3−Lösung befeuchtet [4]. Vor dem Einbau der Petrischale, in der sich das Probestück

und ein Volumen von 3ml der 0,9mM CaCO3−Lösung befanden, erfolgte die Kalibrierung
der AFM-Sonde in einer weiteren Petrischale mit nur 3ml der 0,9mM CaCO3−Lösung.
Bei dieser �touch�-Kalibrierung ergaben sich eine Federkonstante von 0, 22 N

m
und eine

De�ektionssensitivität von (11, 5± 1, 8) nm
V
.

Die AFM-Aufnahmen in der Abbildung 59 zeigen einen Teil der Ober�äche eines ein-

zelnen Aragonitplättchens. Dort ist in den Bildern (A1) und (A2) die Ober�ächenstruktur

dieses Aragonitplättchens noch deutlicher erkennbar als die Strukturen auf den Plätt-

chenober�ächen der vorher in den Abbildungen 57 und 58 gezeigten frisch gespaltenen

Perlmuttober�äche. Auch hier existieren auf der Plättchenober�äche bereits viele klei-

ne, natürlich gewachsene, kristalline Strukturen (blaue Dreiecke). Diese Strukturen, bei

denen es sich entweder um �nanoasperities� oder kleine, nadelförmige Aragonitkristalle
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handelt, sind hier besser aufgelöst abgebildet als bei der zuerst untersuchten Perlmutt-

spalt�äche [4, 77]. In der Plättchenober�äche tritt ebenfalls eine Vertiefung bzw. ein Loch

(weiÿes Dreieck) auf, das hier jedoch lateral weniger stark ausgeprägt ist. O�enbar be�ndet

sich in diesem Loch kristallines und/oder organisches Material (blauer Pfeil). Entweder

ist die Mineralbrücke, die zwischen diesem und dem ursprünglich darüberliegenden Ara-

gonitplättchen existierte, bei der Präparation der Perlmuttspaltfäche abgebrochen und so

kristallines Material im Loch zurückgeblieben oder das Loch ist hier gröÿtenteils von or-

ganischer Matrix bedeckt [4]. Vermutlich überzieht die organische Matrix einen Groÿteil

des Aragonitplättchens. Auf der Plättchenober�äche existieren mehrere Bereiche, in denen

o�enbar noch organische Matrix vorhanden ist. Die schwarzen Pfeile markieren beispiel-

haft einige dieser Bereiche. Dort sind teilweise dünne, längere �lamentähnliche Strukturen,

o�ensichtlich die Chitin�lamente der organischen Matrix, beobachtbar. Die grünen Pfeile

markieren einige dieser nur bei sehr genauem Betrachten der Bilder zu erkennenden Fi-

lamente. Im oberen Bildbereich ist auch ein gröÿerer Teil einer Plättchenkante, die hier

nicht andere Aragonitplättchen berührt, gut erkennbar. Die roten Pfeile in den Bildern (A)

kennzeichnen den Verlauf dieser Kante. Zudem sind im Höhenbild (A1) mehrere horizontal

verlaufende Linien, die sich über das ganze Bild erstrecken, sichtbar. Diese horizontalen

Streifen sind Artefakte und durch das Abrastern der Probenober�äche mit der AFM-

Spitze entstanden [3, 4]. Sie sind vermutlich bedingt durch nicht ausreichende Dämpfung

des AFM gegenüber äuÿeren Störungen, wie z. B. Gebäudeschwingungen.

Auf dem im Bild (A1) bzw. (A2) gezeigten Bereich des Aragonitplättchens erfolgte spä-

ter die Durchführung eines weiteren Wachstumsexperiments. Dieser Probenbereich wurde

dafür ausgewählt, da dort sowohl die Ober�äche des Aragonitplättchens mit der Vertie-

fung bzw. dem Loch, in dem sich ursprünglich vermutlich eine Mineralbrücke befand, und

mit den bereits natürlich gewachsenen kristallinen Strukturen als auch die Kante des Ara-

gonitplättchens deutlich erkennbar sind [4]. Vermutlich �ndet gerade an der Plättchenkante

und/oder in dem Loch das induzierte Wachstum neuer Calciumcarbonatkristalle statt. Die

Beschreibung der Durchführung und die Diskussion der Ergebnisse des Wachstumsexpe-

riments �nden sich in Abschnitt 5.4.2.

Für das Abbilden dieser frisch gespaltenen Perlmuttober�äche (siehe Abb. 59) wur-

de, wie zuvor erwähnt, eine PeakForce-HiRs-F-A AFM-Sonde verwendet, wohingegen bei

der AFM-Untersuchung der ersten Probe einer Perlmuttspaltfäche (siehe Abb. 57 und 58)

eine ScanAsyst-Air AFM-Sonde genutzt wurde. Obwohl die mit der ScanAsyst-Air AFM-

Sonde aufgenommenen Bilder schon sehr gut die verschiedenen Strukturen der Ober�ächen

der Aragonitplättchen zeigen, liefern die PeakForce-HiRs-F-A AFM-Sonden noch besser

aufgelöste Aufnahmen der Plättchenober�ächen. Dort sind insbesondere die kleineren kris-
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tallinen Strukturen, deren Wachstum bereits während des natürlichen Schalenwachstums

stattfand, viel deutlicher erkennbar.

Abbildung 59: AFM-Aufnahmen einer weiteren frisch präparierten Perlmuttspalt�äche
in 3ml einer 0,9mM CaCO3−Lösung. Scan�äche: (A) 2, 9 µm · 2, 9 µm. Das Höhensignal
(Index 1) ist links und das entsprechende Fehlersignal (Index 2) rechts dargestellt. Das
Abbilden der Probenober�äche erfolgte hier nun mit einer PeakForce-HiRs-F-A AFM-
Sonde. Das Aragonitplättchen und dessen Ober�ächenstruktur sind dadurch deutlicher
erkennbar. Die roten Pfeile in (A) markieren den Verlauf einer �freien� Kante dieses Ara-
gonitplättchens, das im oberen Bildbereich nicht mit weiteren Aragonitplättchen zusam-
menstöÿt. Die auf der Plättchenober�äche existierenden kleinen, natürlich gewachsenen,
kristallinen Strukturen (blaue Dreiecke), bei denen es sich um �nanoasperities� oder um
kleine, während des Schalenwachstums entstandene, nadelförmige Aragonitkristalle han-
delt, sind noch besser aufgelöst sichtbar [4]. Vermutlich be�ndet sich in einigen Bereichen
auf dem Aragonitplättchen noch organische Matrix (z. B. schwarze Pfeile). Die grünen
Pfeile kennzeichnen dort dünne �lamentartig erscheinende Strukturen. Zusätzlich ist hier
in der Plättchenober�äche auch eine Vertiefung bzw. ein Loch zu beobachten (weiÿe Drei-
ecke und blaue Pfeile). Die im Höhenbild (A1) teilweise auftretenden horizontal verlaufen-
den Linien sind Bildartefakte [3, 4].

Die Vertiefung bzw. das Loch und die Kanten des Aragonitplättchens sind ebenfalls

gut in der in Abbildung 60 dargestellten dreidimensionalen Rekonstruktion des Höhen-

signals (A1) aus der Abbildung 59 erkennbar. Das weiÿe Dreieck kennzeichnet wieder die

Vertiefung bzw. das Loch und die roten Pfeile markieren wieder den Verlauf der Plätt-

chenkante. Hier ist noch besser sichtbar, dass die Ober�äche des Aragonitplättchens nicht

glatt ist, sondern viele kleine natürlich gewachsene kristalline Strukturen � �nanoasperities�

und/oder kleine Aragonitkristalle � auf der Plättchenober�äche vorhanden sind [4, 77].

Die blauen Dreiecke markieren beispielhaft einige solche während des natürlichen Schalen-

wachstums entstandenen kristallinen Strukturen, jedoch nicht dieselben Kristallstrukturen

wie in der Abbildung 59. Die schwarzen Dreiecke kennzeichnen zwei bereits höhere feine,

nadelförmige Aragonitkristalle. Auf dem Aragonitplättchen ist in einigen Bereichen wahr-
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scheinlich noch organische Matrix vorhanden (z. B. schwarze Pfeile). Dort bedeckt die

organische Matrix vermutlich viele der natürlich entstandenen kristallinen Strukturen, die

zum Teil auch durch die Poren der organischen Matrix nach oben gewachsen sind.

Abbildung 60: Dreidimensionale Rekonstruktion des in Abb. 59 dargestellten Höhensignals
(A1) mit der Scan�äche von 2, 9 µm · 2, 9 µm. Die 3D-Rekonstruktion ist im Vergleich zum
Höhenbild um einen Winkel von 15 ° nach rechts gedreht. Die Ober�äche des Aragonit-
plättchens mit der Vertiefung bzw. dem Loch (weiÿes Dreieck) und den kleinen, natürlich
gewachsenen, kristallinen Strukturen (blaue und schwarze Dreiecke) ist sehr deutlich er-
kennbar. Die schwarzen Pfeile markieren beispielhaft Bereiche auf der Plättchenober�äche,
in denen vermutlich noch organische Matrix existiert. Die organische Matrix bedeckt dort
wahrscheinlich viele der während des Schalenwachstums natürlich entstandenen kristal-
linen Strukturen. Eine �freie� Plättchenkante, die nicht weitere Aragonitplättchen berührt,
ist mit roten Pfeilen gekennzeichnet.

Dritte Probe - Reste der intertabularen organischen Matrix auf den oberen

Aragonitplättchen

DieAbbildung 61 zeigt AFM-Aufnahmen von zwei weiteren frisch gespaltenen Perlmutt-

ober�ächen, deren Untersuchung jeweils in 3ml einer 0,9mM CaCO3−Lösung erfolgte. In
den Bildern (A) und (B) sind ausgewählte Probenbereiche der zwei verschiedenen Perl-

muttspalt�ächen mit der Scan�äche von jeweils 5, 0 µm · 5, 0 µm dargestellt. Dabei zeigen

die Bilder mit dem Index 1 (links) wieder die Höhensignale und die Bilder mit dem Index

2 (rechts) die Fehlersignale. Das Abbilden der in den Bildern (A) gezeigten Probenober-

�äche erfolgte mit einer PeakForce-HiRs-F-A AFM-Sonde bei Verwendung einer Au�ö-

sung von 256 x 256Pixel, einer Abtastrate von 1,01Hz und einer Kraft von 200 pN. Die

Bilder (B) wurden mit einer ScanAsyst-Air AFM-Sonde bei Verwendung einer Au�ösung

von 256 x 256Pixel, einer Abtastrate von 0,795Hz und einer abbildenden Kraft von 250 pN
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aufgenommen. Vor beiden AFM-Untersuchungen erfolgte für die jeweils verwendete AFM-

Sonde eine �touch�-Kalibrierung auf dem Boden einer weiteren Petrischale, in der sich nur

3ml der 0,9mM CaCO3−Lösung und keine Probe befanden. Für die PeakForce-HiRs-F-A
AFM-Sonde ergaben sich eine De�ektionssensitivität von (9, 9± 0, 5) nm

V
und eine Feder-

konstante von 0, 15 N
m
. Die Kalibrierung der ScanAsyst-Air AFM-Sonde, mit der die in den

Bildern (B) gezeigte frisch gespaltene Perlmuttober�äche untersucht wurde, lieferte eine

Federkonstante von 0, 20 N
m
und eine De�ektionssensitivität von (40, 9± 0, 6) nm

V
.

Bei beiden Perlmuttspalt�ächen sind die einzelnen Aragonitplättchen und deren Kan-

ten bzw. Ränder sowie die vorher detailliert beschriebene Ober�ächenstruktur der Plätt-

chen mit den natürlich entstandenen kristallinen Strukturen, bei denen es sich um �nano-

asperities� und/oder kleine, nadelförmige Aragonitkristalle handelt, und mit oftmals einer

Vertiefung bzw. einem Loch erkennbar [4]. Die Vertiefung bzw. das Loch be�ndet sich

dabei meist in der Mitte des jeweiligen betrachteten Aragonitplättchens.

In den Bildern (A) sind die Kanten bzw. Ränder von drei in der oberen Schicht be-

�ndlichen und nebeneinanderliegenden Aragonitplättchen erkennbar. Zur besseren Sicht-

barkeit heben die weiÿen Pfeile den Verlauf dieser Kanten hervor. Auf den Plättchenober-

�ächen dieser drei Aragonitplättchen be�nden sich Reste der intertabularen organischen

Matrix (ITM) von der ursprünglich darüber angeordneten Aragonitschicht [2]. Die polygo-

nal geformten Aragonitplättchen, die sich vor Probenpräparation in der darüberliegenden

Schicht befanden, waren ursprünglich von dieser intertabularen organischen Matrix in ver-

tikaler Richtung umgeben und � wie vom Perlmuttaufbau her zu erwarten � zu den in den

Bildern (A) sichtbaren Aragonitplättchen versetzt angeordnet [4, 5]. Die dadurch entstan-

dene polygonale, wabenförmige Struktur der ITM und deren versetzte Anordnung zu den

hier sichtbaren Aragonitplättchen sind in den Bildern (A) gut zu erkennen [2]. Die blau-

en und grünen Pfeile kennzeichnen beispielhaft mehrere dieser bei der Präparation der

Perlmuttspalt�äche übriggebliebenen Reste der intertabularen organischen Matrix. Dabei

weisen diese Reste unterschiedliche Höhen auf. So sind z. B. die mit blauen Pfeilen gekenn-

zeichneten Reste der ITM etwa 50 nm hoch. Im Gegensatz dazu besitzen die mit grünen

Pfeilen markierten ITM-Reste nur geringe Höhen von einigen Nanometern [2].

Auch auf einem der Aragonitplättchen der zweiten Perlmuttspalt�äche, das in den

Bildern (B) gut sichtbar ist, sind Reste der intertabularen Matrix, die eines der ursprüng-

lich darüber angeordneten Plättchen in vertikaler Richtung umgab, beobachtbar. Die ITM-

Reste sind dort etwa (25± 6) nm hoch. Die Ermittlung der Höhe und des entsprechenden

Fehlers erfolgte gemäÿ den in Abschnitten 5.1.1 und 5.3.1 beschriebenen Verfahren, bei

denen die Plättchenhöhen erstens bei einem �stack of coins� (siehe Abschnitt 5.1.1 - erste

Probe) und zweitens bei einer Perlmuttspalt�äche (siehe Abschnitt 5.3.1 - erste Probe)
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ermittelt wurden.

Abbildung 61: AFM-Aufnahmen von ITM-Resten auf den Ober�ächen von zwei weite-
ren frisch präparierten Perlmuttspalt�ächen in jeweils 3ml einer 0,9mM CaCO3−Lösung.
Scan�ächen: (A) 5, 0 µm · 5, 0 µm und (B) 5, 0 µm · 5, 0 µm. Bilder mit Index 1 (links) zei-
gen die Höhensignale und Bilder mit Index 2 (rechts) die Fehlersignale. In (A) und (B) ist
jeweils ein ausgewählter Probenbereich der zwei verschiedenen Perlmuttspalt�ächen dar-
gestellt. Dort sind die einzelnen Aragonitplättchen mit den natürlich gewachsenen kristal-
linen Strukturen (�nanoasperities� und/oder kleine, nadelförmige Aragonitkristalle) und
mit jeweils einer gröÿeren Vertiefung bzw. einem Loch, das sich meist in der Plättchenmitte
be�ndet, deutlich erkennbar [4]. In (A) kennzeichnen die weiÿen Pfeile den Verlauf der gut
sichtbaren Kanten bzw. Ränder der nebeneinanderliegenden Aragonitplättchen. Auf den
Ober�ächen der Plättchen sind hier auÿerdem Reste der intertabularen organischen Ma-
trix (ITM), die die Aragonitplättchen in der ursprünglich darüber angeordneten Schicht
in vertikaler Richtung umgab, vorhanden [2]. Die ITM-Reste weisen dort unterschiedliche
Höhen von etwa 50 nm (blaue Pfeile) und von einigen Nanometern (grüne Pfeile) auf. Auch
auf einem der in (B) zu erkennenden Aragonitplättchen sind Reste der ITM sichtbar (rote
Pfeile), die dort eine Höhe von etwa 25 nm aufweisen.
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Vierte Probe - Aragonitplättchen bei Bedeckung mit organischer Matrix

DieAbbildung 62 zeigt die mit dem AFM aufgenommene Ober�äche einer weiteren frisch

präparierten Perlmuttspalt�äche. Die Untersuchung dieses Probestücks erfolgte ebenfalls

in 3ml einer 0,9mM CaCO3−Lösung. Die Bilder (A) bzw. (B) stellen ausgewählte Bereiche
der Probenober�äche in der Scan�äche von 3, 0 µm · 3, 0 µm bzw. von 1, 0 µm · 1, 0 µm dar.

Links sind wieder die Höhensignale (Bilder mit Index 1) und rechts die Fehlersignale

(Bilder mit Index 2) gezeigt. Das Abbilden der Perlmuttspalt�äche erfolgte mit einer

ScanAsyst-Air AFM-Sonde bei Verwendung einer Au�ösung von 256 x 256Pixel und einer

Kraft von 201 pN. Als Abtastrate, mit der das Abrastern des ausgewählten Probenbereichs

stattfand, wurde bei den Bildern (A) 0,501Hz und bei den Bildern (B) 0,994Hz gewählt.

Zur Befeuchtung des Probestücks während der Präparationsprozedur wurde eine 0,9mM

CaCO3−Lösung verwendet [4]. Die vor Probeneinbau durchgeführte �touch�-Kalibrierung

der AFM-Sonde ergab eine Federkonstante von 0, 39 N
m

und eine De�ektionssensitivität

von (27, 8± 1, 9) nm
V
. Die Kalibrierung erfolgte, wie bei den zuvor beschriebenen AFM-

Untersuchungen der Perlmuttspalt�ächen, auf dem Boden einer weiteren Petrischale mit

nur 3ml der 0,9mM CaCO3−Lösung.
Die Bilder (A) zeigen vermutlich die Ober�äche eines Aragonitplättchens, das fast

vollständig von organischer Matrix bedeckt ist. Die roten Pfeile markieren das betrachtete

Aragonitplättchen. Diese Plättchenober�äche sieht deutlich anders aus als die Ober�ächen

der Aragonitplättchen der bisherigen in Abbildungen 57 bis 61 gezeigten frisch gespalte-

nen Perlmuttober�ächen. Hier sind in den Bildern (A) ein Teil einer Kante des mit roten

Pfeilen markierten Aragonitplättchens sowie ein zwischen diesem Plättchen und einem

weiteren Aragonitplättchen auftretender Spalt, dessen Hervorhebung mit weiÿen Pfeilen

erfolgte, erkennbar. Im unteren Bildbereich ist vermutlich der Randbereich einer Vertiefung

bzw. eines Lochs (weiÿes Dreieck) in der Plättchenober�äche sichtbar. Solche Vertiefungen

bzw. Löcher konnten bei allen zuvor untersuchten Probestücken der Perlmuttspalt�ächen

bereits beobachtet werden. Um die Ober�ächenstruktur des Aragonitplättchens noch ge-

nauer zu untersuchen, wurde die Plättchenober�äche nach der Aufnahme der Bilder (A)

mit einer kleineren Scan�äche, d. h. mit einer höheren Vergröÿerung, mit der AFM-Sonde

abgerastert. Die Bilder (B) zeigen nun eine vergröÿerte Aufnahme eines kleinen Teils der

Plättchenober�äche aus den Bildern (A). Dort sind zwischen den gut zu erkennenden höhe-

ren Strukturen (z. B. blaue Dreiecke) bei genauem Betrachten auch einzelne dünne, längere

�lamentähnliche Strukturen (z. B. grüne Pfeile) beobachtbar. Bei diesen dünnen Filamen-

ten handelt es sich höchstwahrscheinlich um die Chitin�lamente der organischen Matrix.

Die hier mit blauen Dreiecken markierten Strukturen, bei denen es sich vermutlich um

die bei den vorangegangenen AFM-Untersuchungen der Perlmuttspalt�ächen beobachte-
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ten natürlich gewachsenen kristallinen Strukturen handelt, sind von organischer Matrix

überzogen [4]. Diese Beobachtungen erlauben die Annahme, dass die Plättchenober�äche

hier fast vollständig mit einer Schicht der organischen Matrix bedeckt ist.

Abbildung 62: AFM-Aufnahmen einer vierten frisch gespaltenen Perlmuttober�äche in
3ml einer 0,9mM CaCO3−Lösung. Scan�ächen: (A) 3, 0 µm · 3, 0 µm und (B) 1, 0 µm ·
1, 0 µm. Bilder mit Index 1 (links) zeigen die Höhensignale und Bilder mit Index 2 (rechts)
die Fehlersignale. In (A) ist die Ober�äche eines Aragonitplättchens (rote Pfeile) darge-
stellt, die jedoch deutlich anders aussieht als die Plättchenober�ächen bei den zuvor unter-
suchten Perlmuttspalt�ächen (siehe Abb. 57 bis 61). Im abgebildeten Probenbereich sind
ein kleiner Teil einer Plättchenkante des mit roten Pfeilen markierten Aragonitplättchens
und ein Spalt zwischen den verschiedenen Plättchen (weiÿe Pfeile) sowie der Randbereich
einer Vertiefung bzw. eines Lochs (weiÿes Dreieck) beobachtbar. Vermutlich überzieht eine
Schicht der organischen Matrix dieses Aragonitplättchen. (B) zeigt eine vergröÿerte Auf-
nahme eines Teilbereichs der Ober�äche des in (A) gezeigten, mit roten Pfeilen markierten,
Aragonitplättchens. Zwischen den natürlich gewachsenen kristallinen Strukturen (blaue
Dreiecke), die von organischer Matrix bedeckt sind, kann man einzelne dünne, längere
Filamente (grüne Pfeile) der organischen Matrix erkennen.

In den in Abbildungen 57 bis 61 gezeigten AFM-Aufnahmen von mehreren verschie-
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denen frisch gespaltenen Perlmuttober�ächen konnten deutlich einzelne Aragonitplättchen

und deren Plättchenkanten bzw. -ränder beobachtet werden. Bei den AFM-Untersuchungen

gelang es auch, die Ober�ächenstrukturen der Aragonitplättchen detailliert und in hoher

Au�ösung abzubilden. Alle betrachteten Plättchenoberfächen wiesen dabei viele natürlich

gewachsene kristalline Strukturen auf. Bei diesen während des natürlichen Schalenwachs-

tums entstandenen Kristallstrukturen handelt es sich um sogenannte �nanoasperities� und/

oder kleine, nadelförmige Aragonitkristalle [4]. Die �nanoasperities� sind kristallisations-

bedingte Unebenheiten mit Höhen von wenigen Nanometern auf den (001)-Ober�ächen,

also den groÿen, horizontalen Ober�ächen der Aragonitplättchen, die die Haftreibung zwi-

schen den Aragonitplättchen sowie zwischen den Plättchen und der organischen Matrix

erhöhen [4, 77]. Damit tragen diese nanoskalierten Unebenheiten auf den Plättchenober-

�ächen zur Stabilität und Elastizität des Perlmutts bei [4, 8]. Zudem konnte in vielen der

Plättchenober�ächen eine breitere Vertiefung bzw. ein breiteres Loch, das oft in der Mitte

des Aragonitplättchens auftrat, beobachtet werden. In diesen Löchern waren vermutlich

vor der Probenpräparation jeweils eine oder mehrere Mineralbrücken vorhanden [3, 4]. Bei

den Mineralbrücken handelt es sich um kristalline Verbindungen, die sich zwischen zwei

in vertikaler Richtung direkt übereinanderliegenden Aragonitplättchen ausbilden sowie

einen Durchmesser von etwa 30 nm und eine Höhe von etwa 30 nm bis zu 50 nm aufweisen

[4, 14]. Die Höhe der Mineralbrücken entspricht dabei der Schichtdicke der zwischen den

übereinanderliegenden Aragonitplättchen vorhandenen interlamellaren organischen Marix

[2, 18]. Die Mineralbrücken können beim Aragonitwachstum während der Perlmuttbildung

die Kristallorientierung an das nächste, in der darüberliegenden Schicht neu entstehende

Aragonitplättchen weitergeben [4, 14]. Darüber hinaus konnten auf den Aragonitplättchen

in den Abbildungen 57 bis 61 bereits einige auf den Probenober�ächen vorhandene höhere

natürlich gewachsene Aragonitkristalle beobachtet werden, die o�enbar eine charakteris-

tische nadelförmige bzw. nadelartige Wachstumsgeometrie zeigen. In der Abbildung 62

waren nun sogar dünne, längere Filamente der organischen Matrix auf dem dort unter-

suchten Aragonitplättchen sichtbar.

5.4 Direkte Beobachtung des induzierten Wachstums auf Perl-

muttspalt�ächen

Nach der Charakterisierung der Ober�ächenstruktur der frisch gespaltenen Perlmuttober-

�ächen bzw. Perlmuttspalt�ächen, die im vorherigen Abschnitt 5.3 detailliert beschrieben

ist, erfolgte hier die Durchführung von mehreren Wachstumsexperimenten auf verschiede-

nen Perlmuttspalt�ächen. Da sowohl mit den PeakForce-HiRs-F-A AFM-Sonden als auch
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mit den ScanAsyst-Air228 AFM-Sonden die Ober�ächenstruktur der Perlmuttspalt�ächen

gut aufgelöst abgebildet werden konnte, fanden beide Arten der AFM-Sonden zum Abbil-

den der Probenober�ächen bei den Wachstumsexperimenten Verwendung.

Vermutlich ist zu erwarten, dass das induzierte Wachstum der Calciumcarbonatkris-

talle auf den frisch gespaltenen Perlmuttober�ächen während der AFM-Wachstumsexpe-

rimente insbesondere: (1) in der Vertiefung bzw. dem Loch in der Plättchenober�äche und

(2) im Bereich um die Vertiefung bzw. das Loch auf den einzelnen Aragonitplättchen sowie

(3) an den Kanten bzw. Rändern der Aragonitplättchen statt�ndet. Diese Annahme wird

unterstützt durch die Untersuchungen, die z. B. von Bezares et al. in [6] und von Nudelman

et al. in [82] durchgeführt wurden. Wie in Abschnitt 2.3.2 beschrieben, gelangen Bezares

et al. in [6] der Nachweis von verschiedenen Makromolekülen an unterschiedlichen Stellen

in der organischen Matrix, die aus Schneckenschalen der Art Haliotis rufescens gewonnen

wurde. Jeweils in der Mitte der wabenförmigen Anordnungen der organischen Matrix, die

sich durch das Herauslösen der Aragonitplättchen ergaben, fand sich ein zentraler Be-

reich, in dem vor allem Carboxylgruppen und sogenannte aragonitnukleierende Proteine

vorkamen. Dieser zentrale Bereich ist wiederum von einem ringförmigen Bereich, der viele

Sulfatgruppen enthält, umgeben [5, 14]. Auch fanden Bezares et al. in [6], dass Carboxyl-

gruppen und Sulfatgruppen sowie aragonitnukleierende Proteine im Bereich der intertabu-

laren organischen Matrix (ITM) vorkommen. Solche aragonitnukleierenden Proteine, die

an den Chitin�lamenten der organischen Matrix gebunden sind, fördern die Nukleation

des Polymorphs Aragonit [1, 5]. In den verschiedenen Modellen, die das Wachstum des

Aragonits bei der Perlmuttbildung beschreiben, wird auch angenommen, dass Carboxyl-

und Sulfatgruppen die Nukleation und das Wachstum des Aragonits begünstigen [5, 14].

Im Folgenden �ndet sich erstens die detaillierte Beschreibung der Durchführung und

der Ergebnisse von drei Wachstumsexperimenten auf verschiedenen frisch gespaltenen Perl-

muttober�ächen. Zwei dieser Wachstumsexperimente erfolgten dabei auf dem ersten und

dem zweiten in Abschnitt 5.3.1 mit dem AFM voruntersuchten Probestück. Zweitens wer-

den auch die Ergebnisse von drei weiteren Wachstumsexperimenten auf frisch präparierten

Perlmuttspalt�ächen zusammengefasst. Auf allen gezeigten Probenober�ächen gelang es,

das Wachstum von Calciumcarbonatkristallen mit dem AFM zu beobachten. Dabei konn-

te auch mit beiden AFM-Sondenarten das Wachstum der Calciumcarbonatkristalle aufge-

nommen werden. Bei diesen sechs im Folgenden gezeigten Wachstumsexperimenten erfolg-

te die Initiierung des Kristallwachstums jeweils durch das Einspülen de�nierter Volumina

höher übersättigter CaCO3−Lösungen. Insgesamt wurden 20 verschiedene Wachstums-

experimente auf frisch gespaltenen Perlmuttober�ächen durchgeführt. Dabei gelang die

228genaue Spezi�kationen beider AFM-Sondenarten siehe Anhang (Abschnitt 10.1)
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direkte Beobachtung des Kristallwachstums bei mehreren dieser Wachstumsexperimente.

Die Vorbereitung aller Probestücke für die Wachstumsexperimente erfolgte analog zu

der Präparationsprozedur für die Strukturuntersuchungen. Dazu wurden die frisch gespal-

tenen Perlmuttober�ächen jeweils aus der Schale einer Meeresschnecke der ArtHaliotis

tuberculata durch Hammerschläge erzeugt und sofort mit einer 0,9mM oder 1mM CaCO3−
Lösung benetzt sowie anschlieÿend mit Hilfe des Zweikomponentenklebers229 in der Mitte

einer 35mm groÿen Petrischale230 �xiert und erneut mit der zuvor verwendeten CaCO3−
Lösung (0,9mM oder 1mM) befeuchtet [4]. Nach Abbinden des Zweikomponentenklebers

erfolgte das Hinzufügen von 3ml der für das Feuchthalten der Probenober�äche verwende-

ten CaCO3−Lösung in die Petrischale. Vor Probeneinbau fand jeweils die Kalibrierung der
für die Untersuchung genutzten AFM-Sonde gemäÿ den in Abschnitt 4.4.4 beschriebenen

Verfahren statt. Anschlieÿend wurde die Petrischale mit �xiertem Probestück ins AFM

eingebaut und ein geeigneter Probenbereich zum Abbilden ausgewählt. Zu Beginn der

AFM-Wachstumsexperimente erfolgte das Abbilden der Probenober�äche somit jeweils in

3ml einer einfach gesättigten CaCO3−Lösung (0,9mM) oder einer leicht übersättigten

CaCO3−Lösung (1mM) [4]. Anschlieÿend wurden über einen längeren Zeitraum (mehrere

Stunden) viele aufeinanderfolgende AFM-Bilder desselben Probenbereichs aufgenommen

und während der Aufnahme dieser AFM-Bildsequenz mehrmals nach verschiedenen Zeit-

spannen jeweils 1ml bis maximal 2ml der CaCO3−Lösung aus der Petrischale gegen das

gleiche Volumen höher übersättigter CaCO3−Lösungen (2mM, 4mM oder 5mM) ausge-

tauscht, um Kristallwachstum auf den Perlmuttspalt�ächen zu initiieren [4].

Um zusätzlich den Ein�uss von Proteinen der löslichen Matrix auf das Kristallwachs-

tum zu untersuchen, wurden noch zwei weitere Wachstumsexperimente auf frisch gespal-

tenen Perlmuttober�ächen durchgeführt, bei denen die Initiierung des Wachstums jeweils

durch Einspülen einer höher übersättigten CaCO3−Lösung, der eine bestimmte Prote-

inkonzentration der löslichen Matrix hinzugefügt wurde, erfolgte. Da bei diesen AFM-

Experimenten das Wachstum von Calciumcarbonatkristallen jedoch nicht direkt beobach-

tet werden konnte, sind diese Wachstumsexperimente hier nicht beschrieben.

5.4.1 Erstes Wachstumsexperiment auf einer Perlmuttspalt�äche

5.4.1.1 Voruntersuchung: AFM-Aufnahmen der Ober�ächenstruktur

In der Abbildung 63 ist die mit dem AFM aufgenommene Ober�äche einer frisch präpa-

rierten Perlmuttspalt�äche, die sich in 3ml einer 0,9mM CaCO3−Lösung befand, mit den
zwei Scan�ächen von 5, 0 µm · 5, 0 µm bei den Bildern (A) und von 3, 0 µm · 3, 0 µm bei den

229Epoxykleber, max. 4min Topfzeit; Bindulin; H.L. Schönleber GmbH; Fürth, Deutschland
23010mm Höhe, max. 10ml Volumen, aus Polystyrol; Sarstedt AG & Co. KG; Nümbrecht, Deutschland
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Bildern (B) dargestellt. Die Bilder mit dem Index 1 (jeweils links) zeigen die Höhensignale

und die Bilder mit dem Index 2 (jeweils rechts) die entsprechenden Fehlersignale. Das

Abbilden der Probenober�äche erfolgte hier mit einer PeakForce-HiRs-F-A AFM-Sonde

bei Verwendung einer Kraft von 200 pN. Die Aufnahme der Bilder (A) fand mit einer

Au�ösung von 256 x 256Pixel und einer Abtastrate von 0,901Hz statt. Die Bilder (B)

wurden mit einer Au�ösung von 512 x 512Pixel und einer Abtastrate von 0,497Hz auf-

genommen. Während der Präparationsprozedur wurde hier eine 0,9mM CaCO3−Lösung
verwendet. Die �touch�-Kalibrierung231 der AFM-Sonde ergab eine De�ektionssensitivität

von (12, 7± 2, 5) nm
V

und eine Federkonstante von 0, 14 N
m
.

Die Plättchenkanten bzw. -ränder und die einzelnen Aragonitplättchen selbst sind in

den Bildern (A) und (B) nicht deutlich zu erkennen. Auf der hier, in den AFM-Bildern,

gezeigten Probenober�äche be�nden sich viele natürlich gewachsene kristalline Struktu-

ren, die bereits Höhen im Bereich von mehreren zehn Nanometern bis zu etwa 80 nm

aufweisen. Die weiÿen Pfeile in den Bildern (A) kennzeichnen beispielhaft einige dieser

höheren kristallinen Strukturen. Wie in Abschnitt 5.3.1 detailliert beschrieben, sind die

Ober�ächen der einzelnen Aragonitplättchen typischerweise nicht glatt, sondern weisen

kristallisationsbedingte Unebenheiten mit Höhen von wenigen Nanometern, die sogenann-

ten �nanoasperities�, auf [76, 77]. Allerdings existieren hier o�enbar auf der Probenober-

�äche schon viele höher gewachsene, nadelförmige Calciumcarbonatkristalle. Im unteren,

linken Teil des Bildes (A1) bzw. (A2) ist ein Bereich, in dem nur wenige dieser sehr hohen,

natürlich gewachsenen, kristallinen Strukturen auftreten, beobachtbar. Die blauen Pfeile

in den Bildern (A) markieren zur Veranschaulichung diesen Ober�ächenbereich. Das Bild

(B1) bzw. (B2) zeigt eine vergröÿerte Aufnahme eines Teilausschnitts des Bildes (A1) bzw.

(A2), in der insbesondere dieser mit blauen Pfeilen gekennzeichnete Bereich vergröÿert

zu sehen ist. Dort kann man gut erkennen, dass in diesem Bereich tatsächlich deutlich

weniger von den sehr hohen natürlich gewachsenen Kristallstrukturen vorhanden sind.

Obwohl die Aragonitplättchen hier nicht sichtbar sind, existieren einige Spalte auf der

Probenober�äche. Zur besseren Sichtbarkeit markieren die roten Pfeile in den Bildern (B)

den Verlauf eines solchen Spalts. Die Spalte be�nden sich vermutlich zwischen den Kanten

bzw. Rändern von nebeneinanderliegenden und bereits gröÿtenteils zusammenstoÿenden

Plättchen [4]. Zudem sind im Bild (B1) auf der Probenober�äche kleine Löcher bzw.

Poren, von denen beispielhaft vier mit weiÿen Dreiecken markiert wurden, gut erkennbar.

Zusätzlich kennzeichnen die weiÿen Dreiecke im Bild (B2) die Positionen dieser Löcher.

231Diese Kalibrierung erfolgte wieder auf dem Boden einer zweiten Petrischale, in der sich nur 3ml der
0,9mM CaCO3−Lösung befanden.
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Abbildung 63: AFM-Aufnahmen der Ober�äche der frisch präparierten Perlmuttspalt-
�äche, auf der später das erste Wachstumsexperiment (siehe Abb. 65 und 66) durchgeführt
wurde, in 3ml einer 0,9mM CaCO3−Lösung. Scan�ächen: (A) 5, 0 µm · 5, 0 µm und (B)
3, 0 µm · 3, 0 µm. Bilder mit Index 1 (links) zeigen die Höhensignale und Bilder mit Index
2 (rechts) die Fehlersignale. Auf der Probenober�äche be�nden sich bereits viele, mehrere
zehn Nanometer bis zu etwa 80 nm hohe, natürlich gewachsene kristallinen Strukturen
(weiÿe Pfeile in (A)). Die blauen Pfeile in (A) markieren einen Ober�ächenbereich, in dem
nur wenige solcher höheren natürlich gewachsenen Kristalle vorhanden sind. (B) zeigt eine
vergröÿerte Aufnahme dieses in (A) mit blauen Pfeilen markierten Probenbereichs. Dort
kennzeichnen die weiÿen Dreiecke kleine Löcher bzw. Poren auf der Probenober�äche.
Zusätzlich sind auf der Probenober�äche einige Kanten, bei denen es sich wahrscheinlich
um Aragonitplättchenränder bzw. -kanten handelt, und Spalte erkennbar. Zur besseren
Sichtbarkeit markieren die roten Pfeile in (B) beispielhaft den Verlauf eines Spalts, der
sich vermutlich zwischen verschiedenen Aragonitplättchen be�ndet.

Bis zur Aufnahme der Bilder (A) befand sich das Probestück bereits etwa 160 Minuten

in den 3ml der 0,9mM CaCO3−Lösung, die nach dem Abbinden des Zweikomponenten-

klebers in die Petrischale pipettiert wurden. Da die 0,9mM CaCO3−Lösung einer ge-

sättigten Lösung entspricht, sollte in dieser Lösung weder Wachstum noch Abbau des
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Calciumcarbonats statt�nden [4]. Die Lagerung und die Untersuchung des Probestücks in

der 0,9mM CaCO3−Lösung erklärt somit nicht das Vorhandensein so vieler bereits bis zu

etwa 80 nm hoher kristalliner Strukturen auf der Probenober�äche zu diesem Zeitpunkt.

Da die frisch präparierte Perlmuttspalt�äche bis zu diesem Zeitpunkt nur in der 0,9mM

CaCO3−Lösung untersucht wurde, muss die Entstehung dieser Kristalle mit der typischen
nadelförmigen Geometrie schon während des natürlichen Schalenwachstums, d. h. als die

Meeresschnecke noch lebte, stattgefunden haben [4].

Zum besseren Vergleich der unterschiedlichen Bereiche, die auf der Probenober�äche

erkennbar sind, und zur besseren Beobachtung der Form der auf der Probenober�äche

existierenden kristallinen Strukturen zeigt die Abbildung 64 die dreidimensionale Re-

konstruktion des in Abbildung 63 dargestellten Höhensignals (B1). Die Skalierung der

Höhe bei der 3D-Rekonstruktion erfolgte genauso wie im Höhenbild (B1). In der Abbil-

dung 64 ist gut erkennbar, dass auf dem Groÿteil der hier abgebildeten Probenober�äche,

im Gegensatz zu den in Abschnitt 5.3.1 untersuchten und charakterisierten Perlmuttspalt-

�ächen, viele deutlich höhere kristalline Strukturen auftreten. Dabei weisen die meisten

dieser unter natürlichen Bedingungen gewachsenen Kristalle schon Höhen im Bereich von

etwa 40 nm bis 80 nm auf. Wie in der 3D-Rekonstruktion ebenfalls gut zu sehen ist, besit-

zen die Kristalle eindeutig nadelartige Formen, da deren Höhen wesentlich gröÿer sind als

deren laterale Ausdehnungen bzw. Breiten. Wie bereits zuvor erwähnt, werden die Kristalle

beim Abbilden mit der AFM-Spitze lateral verbreitert dargestellt [181, 182]. Die weiÿen

Pfeile kennzeichnen auch hier beispielhaft vier solche nadelförmigen Kristalle, die jedoch

alle bereits Höhen von etwa 80 nm aufweisen. Auch der Bereich auf der Probenober-

�äche, in dem nur wenige solcher sehr hohen, nadelartigen Kristalle existieren, ist sichtbar.

Der blaue Pfeil kennzeichnet hier wie in den Bildern (A) der Abbildung 63 diesen Proben-

bereich. Dort sind auch kristalline Strukturen vorhanden, die allerdings nur einige Nano-

meter bis zu wenigen zehn Nanometern hoch sind. Der grüne und schwarze Pfeil markieren

zwei solche kleineren Kristallstrukturen mit unterschiedlichen Höhen. Eine Unterscheidung

zwischen sehr kleinen bereits nadelförmig gewachsenen Kristallen und den �nanoasperities�,

d. h. den durch Kristallisation bedingten nanoskalierten Unebenheiten, ist sehr schwer und

oft nicht möglich [4, 77]. Alle diese natürlich entstandenen kristallinen Strukturen bestehen

vermutlich aus dem Polymorph Aragonit [4]. Somit sind auf der in Abbildungen 63 und

64 gezeigten Probenober�äche neben den �nanoasperities� bereits viele nadelförmige Ara-

gonitkristalle vorhanden. Obwohl die einzelnen Aragonitplättchen und die Kanten bzw.

Ränder dieser Aragonitplättchen auch aufgrund der verwendeten Scan�äche nicht deut-

lich beobachtbar sind, erfolgte trotzdem die Durchführung eines Wachstumsexperiments

auf dem in den Bildern (B) der Abbildung 63 dargestellten Probenbereich. Auch in den
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später, nach erfolgreichem Wachstumsexperiment, in Abbildungen 70 und 71 gezeigten

REM-Aufnahmen dieser Perlmuttspalt�äche, sind die einzelnen Aragonitplättchen und

die Plättchenkanten bzw. -ränder nicht sichtbar. Aus den REM-Bildern weiterer Probe-

stücke (siehe Abb. 76 bis 79 und Abb. 84) weiÿ man, dass die lateralen Abmessungen bzw.

Ausdehnungen der Aragonitplättchen im Bereich von etwa 4 µm bis 9µm liegen [4].

Abbildung 64: Dreidimensionale Rekonstruktion des in Abb. 63 gezeigten Höhensignals
(B1). Auf der Probenober�äche sind deutlich nadelförmige, vermutlich aus Aragonit be-
stehende Kristalle beobachtbar. Dabei treten viele Kristalle auf, die schon Höhen im Be-
reich von etwa 40 nm bis zu 80 nm aufweisen (weiÿe Pfeile). Andere kristalline Strukturen
auf der Probenober�äche sind noch wesentlich kleiner (schwarzer und grüner Pfeil). Bei
diesen Strukturen handelt es sich um �nanoasperities� und/oder nadelförmige Aragonit-
kristalle mit einer sehr geringen Höhe [4, 77]. Die �nanoasperities� und alle nadelförmigen
Aragonitkristalle sind bereits während des natürlichen Schalenwachstums entstanden [4].
Der blaue Pfeil kennzeichnet wie in Abb. 63 den Bereich auf der Probenober�äche, in dem
kaum höhere natürlich gewachsene Aragonitkristalle auftreten.

Die Aragonitkristalle wachsen auf den Aragonitplättchen in der Schneckenschale unter

natürlichen Bedingungen anscheinend zunächst als einzelne spitze, nadelartige bzw. nadel-

förmige Kristalle in Richtung ihrer ~c -Achse. Vermutlich wachsen diese Aragonitkristalle

anschlieÿend ab einer gewissen Höhe verstärkt in die lateralen Richtungen entlang der ~a -

und ~b -Achsen weiter und bilden dann gröÿere Kristalle [14, 5]. Nach einer bestimmten Zeit

bilden sich wahrscheinlich aus mehreren gröÿeren, lateral bereits zusammengewachsenen

Kristallen bei weiterem Kristallwachstum die einzelnen Aragonitplättchen, bis diese mit

benachbarten, gleichzeitig gewachsenen Aragonitplättchen in lateraler Richtung zusam-

menstoÿen [4, 5].

5.4.1.2 Aufnahme der AFM-Bildsequenz

Im Folgenden erfolgt die Beschreibung des Wachstumsexperiments, dessen Durchführung

auf der in Abbildungen 63 und 64 gezeigten frisch präparierten Perlmuttspalt�äche statt-
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fand. Für die direkte Beobachtung des Kristallwachstums wurde der in den Bildern (B)

der Abbildung 63 dargestellte Probenbereich ausgewählt. Die Aufnahme der aufeinander-

folgenden Bilder dieses Ober�ächenbereichs der Perlmuttspalt�äche wurde erst gestartet,

nachdem die zum Abbilden der Probenober�äche benötigte Kraft stabil eingestellt werden

konnte und das Abrastern des Probenbereichs mit den gewählten Einstellungen über einen

Zeitraum von etwa 30 Minuten gelang. Das Abbilden des ausgewählten Probenbereichs

während des Wachstumsexperiments erfolgte mit der PeakForce-HiRs-F-A AFM-Sonde

nun bei Verwendung einer Kraft von 200 pN und einer Abtastrate von 0,795Hz. Aller-

dings wurde hier die Au�ösung im Vergleich zur Strukturuntersuchung von 512 x 512Pixel

auf 256 x 256Pixel reduziert, damit die für das Abrastern dieses Probenbereichs benötigte

Zeit nur etwa sechs Minuten betrug. So konnten während des Wachstumsexperiments die

Aufnahmen von aufeinanderfolgenden Bildern in einem Zeitabstand von etwa sechs Mi-

nuten erfolgen. Dadurch gelang die Beobachtung von möglichst vielen Nukleations- bzw.

Wachstumsereignissen. Insgesamt wurde das Kristallwachstum auf der Probenober�äche

mit dem AFM über einen Zeitraum von 510 Minuten beobachtet.

Die Abbildungen 65 und 66 zeigen nun ausgewählte Aufnahmen aus der mit dem

AFM aufgenommenen Bildsequenz desselben Ober�ächenbereichs der frisch gespaltenen

Perlmuttober�äche zu verschiedenen Zeitpunkten. Jeweils oben (Bilder mit Index 1) sind

die Höhensignale und jeweils unten (Bilder mit Index 2) die entsprechenden Fehlersignale

dargestellt. Zwischen den Aufnahmen der Bilder (A) und (P) ist ein Zeitraum von 464

Minuten vergangen. Dabei zeigen die Bilder (A) bis (H) mit der Scan�äche von jeweils

3, 0 µm · 3, 0 µm in der Abbildung 65 die Probenober�äche über einen Zeitraum von 348

Minuten und die Bilder (I) bis (P) mit der Scan�äche von jeweils 1, 76 µm · 1, 76 µm in

der Abbildung 66 die Probenober�äche über eine Zeitspanne von weiteren 110 Minuten.

Zwischen den Bildern (H) und (I) sind zusätzlich sechs Minuten vergangen. Die zeit-

lichen Abstände zwischen den gezeigten Bildern sind dabei nicht gleich und im Weiteren

beschrieben.

Zu Beginn des Wachstumsexperiments (Bilder (A)) befand sich das Probestück noch in

3ml der 0,9mM CaCO3−Lösung. Wie zuvor beschrieben, existierten zu diesem Zeitpunkt

gröÿtenteils im untersuchten Probenbereich der Perlmuttspalt�äche bereits viele natürlich

gewachsene, mehrere zehn Nanometer bis zu etwa 80 nm hohe, kristalline Strukturen, die

schon nadelartige Formen aufwiesen. Im unteren, linken Bildausschnitt ist ein Bereich,

in dem nur wenige dieser höheren kristallinen Strukturen auftraten, beobachtbar. Bis zur

Aufnahme der Bilder (A) befand sich das Probestück über einen Zeitraum von etwa 160

Minuten in der 0,9mM CaCO3−Lösung.
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Abbildung 65: Erstes Wachstumsexperiment: ausgewählte Aufnahmen aus der AFM-
Bildsequenz der frisch gespaltenen Perlmuttober�äche, deren Voruntersuchung in Abb. 63
gezeigt wurde. Die Bilder (A) bis (H) mit der Scan�äche von jeweils 3, 0 µm ·3, 0 µm stellen
denselben Probenbereich über einen Zeitraum von 348 Minuten dar. Bilder mit Index 1
(jeweils oben) zeigen die Höhensignale und Bilder mit Index 2 (jeweils unten) die Fehler-
signale. Zu Beginn (A) befand sich die Probe in 3ml einer 0,9mM CaCO3−Lösung. Das
blaue, rote und grüne Dreieck kennzeichnen die Austausche der CaCO3−Lösungen. Dabei
wurde jeweils 1ml der CaCO3−Lösung aus der Petrischale entfernt und 1ml einer über-
sättigten 4mM CaCO3−Lösung eingespült. Damit ergaben sich folgende Konzentrationen:
(A) 0,9mM, (B) 1,9mM, (C) 2,6mM und (D) bis (H) 3,1mM. Die Zeitspannen zwischen
den Bildern betragen: (A) bis (B) 109min, (B) bis (C) 63min, (C) bis (D) 80min und (D)
bis (H) jeweils etwa 23min bis 26min. Die weiÿen Pfeile markieren beispielhaft zwei auf
der Probenober�äche in (G) und (H) gewachsene CaCO3−Kristalle.



5.4 Direkte Beobachtung des induzierten Wachstums auf Perlmuttspalt�ächen 165

Abbildung 66: Erstes Wachstumsexperiment: Fortsetzung der AFM-Bildsequenz aus Abb.
65 mit ausgewählten Aufnahmen der Perlmuttspalt�äche. Nach der Aufnahme der Bilder
(H) wurde der untere Bereich der in Abb. 65 dargestellten Probenober�äche mit einer
höheren Vergröÿerung untersucht. Die Bilder (I) bis (P) mit der Scan�äche von jeweils
1, 76 µm · 1, 76 µm zeigen diesen Probenbereich über einen Zeitraum von weiteren 110
Minuten. Bei (I) befand sich die Probe bereits in 3ml einer 3,1mM CaCO3−Lösung.
Das schwarze Dreieck kennzeichnet den erneuten Austausch der CaCO3−Lösungen, wo-
bei wieder 1ml der CaCO3−Lösung aus der Petrischale entfernt und anschlieÿend 1ml
der übersättigten 4mM CaCO3−Lösung eingespült wurde. Damit ergaben sich folgende
Konzentrationen: (I) bis (J) 3,1mM und (K) bis (P) 3,4mM. Die Bilder wurden in einem
Zeitabstand von jeweils 12min bis 23min (siehe Abb. 67) aufgenommen. Die roten, blau-
en und grünen Pfeile markieren beispielhaft jeweils einen ausgewählten CaCO3−Kristall,
dessen Höhe deutlich zunimmt.
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Abbildung 67: Zeitstrahl, der den detaillierten Ablauf des ersten in Abb. 65 und 66 ge-
zeigten Wachstumsexperiments auf einer frisch gespaltenen Perlmuttober�äche darstellt.
Hier sind die verwendeten Konzentrationen der CaCO3−Lösung in der Petrischale, die
genauen zwischen den gezeigten Bildern vergangenen Zeitspannen, die Zeitpunkte der
Bildaufnahmen und der Austausche der CaCO3−Lösungen sowie die gesamte Laufzeit des
Wachstumsexperiments angegeben.
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Zur Initiierung des Kristallwachstums auf der frisch gespaltenen Perlmuttober�äche

fand hier eine übersättigte 4mM CaCO3−Lösung Verwendung. Wie bereits bei den Wachs-

tumsexperimenten auf ��at pearl�-Ober�ächen in Abschnitt 5.2 beschrieben, wurde vor

der Ausführung des ersten Austausches die 4mM CaCO3−Lösung für einen Zeitraum von

mindestens 30 Minuten direkt neben das AFM gestellt, um eine Anpassung der Tempera-

tur der 4mM CaCO3−Lösung an die Temperatur der CaCO3−Lösung in der Petrischale

zu gewährleisten. Während der gesamten über den Zeitraum von 464 Minuten aufgezeich-

neten Bildsequenz fanden nun vier Austausche der CaCO3−Lösungen statt. Dabei wurde

zunächst jeweils 1ml der CaCO3−Lösung aus der Petrischale mittels Pipette und Sili-

konschlauch entnommen und anschlieÿend immer 1ml der 4mM CaCO3−Lösung in die

Petrischale eingespült. Alle Lösungsaustausche fanden, wie bereits bei dem zweiten in

Abschnitt 5.2.2 beschriebenen Wachstumsexperiment auf einer ��at pearl�-Ober�äche, di-

rekt während des Abbildens der Probenober�äche statt. Die verschiedenfarbigen Dreiecke

in den Abbildungen 65 und 66 kennzeichnen die Austausche der CaCO3−Lösungen. Zur
besseren Übersicht dieses Wachstumsexperiments und zum besseren Vergleich mit allen

durchgeführten Wachstumsexperimenten sowohl auf den frisch gespaltenen Perlmuttober-

�ächen als auch auf den Wachstumsfronten aus ��at pearls� sind die Konzentrationen

der CaCO3−Lösung in der Petrischale und die Zeitspannen, in der sich die Probe in der

jeweiligen Lösung befand, in der Tabelle 7 aufgelistet. Die Abbildung 67 zeigt zusätz-

lich wieder einen Zeitstrahl, der den detaillierten Ablauf dieses Wachstumsexperiments

schematisch darstellt. Dort sind die verwendeten bzw. berechneten Konzentrationen der

CaCO3−Lösung in der Petrischale, die zwischen den Aufnahmen der ausgewählten Bilder

(A) bis (P) vergangenen Zeiträume, die Zeitpunkte der Aufnahmen der gezeigten Bilder

und der vier Austausche der CaCO3−Lösungen sowie die gesamte Laufzeit des Wachs-

tumsexperiments angegeben. Im Folgenden sind die wichtigsten Schritte und Aspekte des

in Abbildungen 65 und 66 gezeigten Wachstumsexperiments zusammengefasst.

Der erste Austausch erfolgte 16 Minuten vor der Aufnahme der Bilder (B). Daher be-

fand sich das Probestück über etwa 253 Minuten in der 0,9mM CaCO3−Lösung. Nach
dem Austausch wies die CaCO3−Lösung in der Petrischale eine Konzentration von 1,9mM
auf. Die Zeitspanne zwischen den Aufnahmen der Bilder (A) und (B) beträgt dabei 109

Minuten. Jeweils kurz vor der Aufnahme der Bilder (C) und (D) wurde erneut 1ml der

CaCO3−Lösung aus der Petrischale entfernt und 1ml der 4mM CaCO3−Lösung einge-

spült. Damit lässt sich die Konzentration der CaCO3−Lösung bei den Bildern (C) zu

2,6mM und bei den Bildern (D) bis (J) zu 3,1mM berechnen. Zwischen den Bildern (B)

und (C) bzw. (C) und (D) verging ein Zeitraum von 63 Minuten bzw. von 80 Minuten. Ab

den Bildern (D) wurde die Zeitspanne zwischen den gezeigten Bildern (D) bis (H) für die
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Darstellung deutlich kürzer gewählt und liegt jeweils im Bereich von 23 Minuten bis 26

Minuten (Details siehe Abb. 67). Die Aufnahmen der Bilder (D) bis (H) erfolgten somit

über einen Zeitraum von 96 Minuten.

Konzentration der
CaCO3−Lösung

Gesamtzeitraum der Probe
in der jeweiligen Lösung

Bilder

0,9mM 253 Minuten (A)
1,9mM 61 Minuten (B)
2,6mM 90 Minuten (C)
3,1mM 135 Minuten (D) bis (J)
3,4mM 115 Minuten (K) bis (P)

Tabelle 7: Verwendete Konzentrationen der CaCO3−Lösung in der Petrischale und Zeit-
raum der Probe in der jeweiligen Lösung während des ersten Wachstumsexperiments auf
einer frisch gespaltenen Perlmuttober�äche (siehe Abb. 65 und 66). Dort zeigen die Bilder
(A) bis (P) die Probenober�äche über einen Zeitraum von 464 Minuten. Die Probe befand
sich vor dem ersten Austausch bereits 253 Minuten in der 0,9mM CaCO3−Lösung.

Bei Betrachtung der Abbildung 65 ist erkennbar, dass auf der Probenober�äche bis zur

Aufnahme der Bilder (H) nur Wachstum von wenigen Calciumcarbonatkristallen stattfand.

Die Konzentration der CaCO3−Lösung in der Petrischale betrug zu diesem Zeitpunkt

jedoch bereits 3,1mM. Die weiÿen Pfeile in den Bildern (G) und (H) markieren beispielhaft

zwei solche neu gewachsenen Calciumcarbonatkristalle, deren Höhen im Verlauf der Bilder

(G) bis (H) jedoch nur wenig zunahmen. Zum Vergleich kennzeichnen die weiÿen Pfeile

in den Bildern (E) und (F) die Bereiche auf der Probenober�äche, wo das Wachstum der

zwei Kristalle später, zwischen den Aufnahmen der Bilder (F) und (H), erfolgte. Diese

Beobachtungen erlaubten schon während der Durchführung des AFM-Experiments die

Annahme, dass das Wachstum des Calciumcarbonats insbesondere in dem Bereich auf der

Probenober�äche, in dem zu Beginn des Wachstumsexperiments (Bilder (A)) nur wenige

der bereits sehr hohen, nadelförmigen Kristalle vorhanden waren, statt�ndet. Daher wurde

dieser Probenbereich bei der weiteren direkten Beobachtung des Kristallwachstums nun

vergröÿert untersucht. Die Abbildung 66 zeigt daher weitere ausgewählte Bilder aus der

AFM-Bildsequenz mit der Scan�äche von jeweils 1, 76 µm·1, 76 µm. Dabei stellen die Bilder

(I) bis (P) denselben Probenbereich über einen Zeitraum von weiteren 110 Minuten dar.

Die Aufnahme der Bilder (I) erfolgte nur sechs Minuten nach der Aufnahme der Bilder

(H). Zwischen den gezeigten Bildern (I) bis (P) liegt jeweils eine Zeitspanne im Bereich

von 12 Minuten bis 23 Minuten.

Vor der Aufnahme der Bilder (K) wurde erneut ein Lösungsaustausch vorgenommen,

sodass die Konzentration der CaCO3−Lösung in der Petrischale 3,4mM betrug. Zwischen
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den einzelnen Lösungsaustauschen vergingen somit 61 Minuten, 90 Minuten und 135 Mi-

nuten. Damit wurden die folgenden Konzentrationen der CaCO3−Lösung in der Petri-

schale verwendet: 0,9mM bei den Bildern (A), 1,9mM bei den Bildern (B), 2,6mM bei

den Bildern (C), 3,1mM bei den Bildern (D) bis (J) und 3,4mM bei den Bildern (K)

bis (P). Nach der Aufnahme der Bilder (P) erfolgte zunächst das Entfernen der Petri-

schale mit �xierter Probe aus dem AFM. Anschlieÿend wurde die CaCO3−Lösung aus

der Petrischale mit Hilfe einer Pipette entnommen, die Probe mit Reinstwasser mehrmals

sorgfältig abgespült und die restliche in der Petrischale vorhandene Flüssigkeit mit einem

fusselfreien Tuch232 entfernt [4]. Bis zum Abspülen befand sich die Probe damit über eine

Zeitspanne von 115 Minuten in der 3,4mM CaCO3−Lösung. Das Abbilden der Proben-

ober�äche bei dieser AFM-Untersuchung erfolgte somit über 61 Minuten in der 1,9mM

CaCO3−Lösung, über 90 Minuten in der 2,6mM CaCO3−Lösung und über 135 Minuten

in der 3,1mM CaCO3−Lösung sowie über einen Zeitraum von 85 Minuten in der 3,4mM

CaCO3−Lösung. Nach dem letzten Lösungsaustausch (schwarzes Dreieck in der Abb. 66)

sind auf der Probenober�äche viele Calciumcarbonatkristalle gewachsen. Zum besseren

Vergleich markieren die roten, blauen und grünen Pfeile beispielhaft ab den Bildern (K)

bzw. (L) jeweils in jedem zweiten darau�olgenden Bild einen Calciumcarbonatkristall,

dessen Höhe während des Wachstumsexperiments deutlich zunahm. Das Wachstum der

Kristalle fand vor allem auf der linken und rechten Seite des abgebildeten Probenbereichs

statt. Die berechnete Konzentration der CaCO3−Lösung betrug bereits 3,4mM. Aller-

dings nehmen die tatsächlichen Konzentrationen der Calciumionen und der Carbonat-

ionen während des Wachstums der Calciumcarbonatkristalle bzw. des Aragonits ab, wo-

durch die in der Petrischale während des Wachstumsexperiments verbliebene Konzentra-

tion der CaCO3−Lösung kleiner war [4]. Wie schon bei den in Abschnitt 5.2 beschriebenen

Wachstumsexperimenten auf ��at pearl�-Ober�ächen beobachtet, erfolgte auch hier, auf

der Perlmuttspalt�äche, das Kristallwachstum erst ab einer verwendeten Konzentration

der CaCO3−Lösung in der Petrischale von 3,1mM233. Vermutlich benötigt die Di�usion

der in der CaCO3−Lösung vorhandenen Calcium- und Carbonationen bis zu den entspre-

chenden Nukleations- bzw. Kristallisationsstellen tatsächlich einige Zeit [4].

5.4.1.3 Dreidimensionale Rekonstruktionen der Höhenbilder

Zusätzlich sind in der Abbildung 68 die dreidimensionalen Rekonstruktionen jedes zwei-

ten in Abbildung 66 dargestellten Höhensignals (Bilder mit Index 1 und der Scan�äche

232VWRr Light-Duty Tissue Wipers; VWR International, LLC; Radnor, PA, USA
233Beim zweiten auf einer ��at pearl�-Ober�äche durchgeführten Wachstumsexperiment in Abschnitt

5.2.2 war das Wachstum auf dem untersuchten Probenbereich auch erst ab einer Konzentration von
3,2mM deutlich beobachtbar.
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von jeweils 1, 76 µm·1, 76 µm) gezeigt. Die Zeiträume zwischen den gezeigten dreidimensio-

nalen Rekonstruktionen (I) und (K), (K) und (M) sowie (M) und (O) betragen demnach

36 Minuten, 29 Minuten und 28 Minuten. Bei allen 3D-Rekonstruktionen wurde die Höhe

genauso skaliert wie bei den Höhenbildern der Abbildung 66.

Abbildung 68: Dreidimensionale Rekonstruktionen der in Abb. 66 dargestellten Höhen-
signale (Bilder mit Index 1 und Scan�äche von jeweils 1, 76 µm · 1, 76 µm). Beginnend
mit der 3D-Rekonstruktion des Höhenbildes (I1) wurden die 3D-Rekonstruktionen je-
des zweiten Höhenbildes dargestellt. Die 3D-Rekonstruktionen sind im Vergleich zu den
Höhenbildern um einen Winkel von 15 ° nach rechts gedreht. Als Konzentrationen der
CaCO3−Lösung in der Petrischale wurden verwendet: (I) bis (J) 3,1mM und (K) bis (P)
3,4mM. Auf der Probenober�äche fand das Wachstum vieler CaCO3−Kristalle statt. Die
roten, blauen und grünen Pfeile kennzeichnen dieselben CaCO3−Kristalle wie in Abb.
66, deren Höhen während des AFM-Wachstumsexperiments deutlich zunahmen. Weitere
Erklärungen �nden sich im Text.

Das Wachstum der Calciumcarbonatkristalle während dieses AFM-Experiments fand

vor allem in dem Bereich statt, in dem wenige der während des natürlichen Schalen-

wachstums entstandenen und bereits zu Beginn (Bilder (A)) beim Abbilden in der 0,9mM

CaCO3−Lösung vorhandenen hohen, nadelförmigen Aragonitkristalle existierten. Bis zur

Aufnahme des Bildes (I), bei der die Konzentration der CaCO3−Lösung in der Petrischale
schon 3,1mM betrug, sind in diesem Bereich kaum Kristalle gewachsen. Erst nach dem
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letzten bei diesem Wachstumsexperiment vorgenommenen Lösungsaustausch (hier ab dem

Bild (K)) erfolgte das Wachstum vieler Kristalle auf der Probenober�äche. Zu diesem Zeit-

punkt wies die CaCO3−Lösung in der Petrischale eine etwas höhere Konzentration von

3,4mM auf. Bei Betrachtung der Bilder (I) bis (O) fällt auf, dass viele kleinere, etwa

20 nm bis 50 nm hohe, Calciumcarbonatkristalle (z. B. grüner und roter Pfeil) insbeson-

dere auf der linken Seite des gezeigten Probenbereichs und nur wenige, über 70 nm hohe,

Kristalle (z. B. blauer Pfeil) vor allem auf der rechten Seite gewachsen sind. Demnach hat

sich die Höhe des z. B. mit blauem Pfeil markierten Kristalls im gleichen betrachteten

Zeitraum deutlich mehr geändert als die Höhen der mit roten und grünen Pfeilen ge-

kennzeichneten Kristalle. Somit wuchsen die verschiedenen Calciumcarbonatkristalle mit

unterschiedlichen Geschwindigkeiten. Das Wachstum der kleineren Kristalle auf der linken

Seite erfolgte dabei dicht nebeneinander im Gegensatz zu den höheren, eher vereinzelt ent-

standenen Kristallen. Zum besseren Vergleich kennzeichnen der grüne, rote und blaue Pfeil

dieselben Kristalle wie in der Abbildung 66. Alle während des Wachstumsexperiments ent-

standenen Kristalle sind ebenfalls nadelförmig gewachsen wie die natürlich entstandenen

und vor dem mehrfachen Einspülen der übersättigten 4mM CaCO3−Lösung vorhandenen
Aragonitkristalle. Daher bestehen die durch induziertes Wachstum gebildeten Kristalle

vermutlich auch aus Aragonit. Die Geschwindigkeiten, mit denen die Höhenänderungen

der Calciumcarbonatkristalle erfolgten, werden im nächsten Abschnitt näher untersucht.

5.4.1.4 Bestimmung der Wachstumsgeschwindigkeiten

Von mehreren der in Abbildungen 65 und 66 auf der Probenober�äche gewachsenen Cal-

ciumcarbonatkristalle erfolgte nun die Berechnung der Wachstumsgeschwindigkeiten. Da-

für werden jeweils die Höhenänderung des zu vermessenden Calciumcarbonatkristalls und

der Zeitraum, in dem diese Höhenänderung stattfand, benötigt. Die Ermittlung aller

Wachstumsgeschwindigkeiten erfolgte entsprechend dem in Abschnitt 5.2.2.3 detailliert

beschriebenen Verfahren. Dazu wurde zunächst jeweils in zwei zu unterschiedlichen Zeiten

aufgenommenen Höhenbildern (z. B. Bilder (K) und (P)) ein horizontal und an derselben

Stelle durch den zu vermessenden Calciumcarbonatkristall verlaufendes Höhenpro�l mit

der AFM-Software ermittelt. Anschlieÿend wurden aus den zwei Höhenpro�len die Hö-

hendi�erenzen 4h1 = h1a − h1b und 4h2 = h2a − h2b jeweils zwischen dem Höhenwert an

der höchsten Stelle des Calciumcarbonatkristalls (h1a bzw. h2a) und dem Höhenwert des

gewählten Referenzpunktes (h1b bzw. h2b) berechnet. Aus den beiden Höhendi�erenzen

erfolgte danach die Ermittlung der Höhenänderung 4h = 4h2 − 4h1 des Kristalls. Die
Wachstumsgeschwindigkeit v des Calciumcarbonatkristalls wurde nun aus der berechneten

Höhenänderung 4h und dem zwischen den Aufnahmen beider betrachteten Höhenbilder
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vergangenen Zeitraum 4t gemäÿ der Formel v = 4h
4t ermittelt. Die Fehlerberechnung er-

folgte ebenfalls wie bereits in Abschnitt 5.2.2.3 detailliert beschrieben. Da sich die Höhen

der Calciumcarbonatkristalle hier teilweise nur gering ändern, wurde stets versucht, einen

Referenzpunkt bei einer Höhe von Null Nanometern zur Bestimmung der Höhendi�erenzen

zu verwenden. Damit gelang es, den Fehler der ermittelten Höhendi�erenzen und somit

auch den Fehler der berechneten Wachstumsgeschwindigkeiten zu minimieren. Somit er-

gaben sich z. B. Höhendi�erenzen von 4h1 = (24± 2) nm und 4h2 = (72± 2) nm aus

den Höhenbildern (K1) und (P1) für den in Abbildung 69 mit (20) nummerierten Calci-

umcarbonatkristall. Die einzelnen Höhendi�erenzen 4h1 und 4h2 konnten dabei jeweils

mit einer Genauigkeit von ±2 nm aus den Höhenpro�len abgelesen werden. Da anschlie-

ÿend eine Di�erenzbildung aus diesen zwei ermittelten Höhendi�erenzen erfolgte, ergab

sich für die Höhenänderung 4h ein Fehler von ±4 nm. Damit wurde die Höhenände-

rung des Calciumcarbonatkristalls zwischen den Aufnahmen der Bilder (K) und (P) zu

4h = (48± 4) nm bestimmt. Der Fehler der Höhenänderung entspricht hier einem rela-

tiven Fehler von etwa 8%. Für die Zeitspanne ∆t zwischen den Aufnahmen der Höhen-

bilder wurde wieder ein Fehler von ±2min bzw. von ±120 s angenommen, da die Angabe

der Zeitpunkte der Bildaufnahmen jeweils mit einer Genauigkeit von ±1min erfolgte.

So beträgt z. B. der Zeitraum zwischen den Aufnahmen der Höhenbilder (K) und (P)

4t = (74± 2) min = (4440± 120) s. Der Fehler der Zeitdi�erenz entspricht hier einem

relativen Fehler von etwa 3%. Da die Wachstumsgeschwindigkeit gemäÿ der Formel v = 4h
4t

berechnet wurde, ergab sich deren relativer Fehler durch Addition der relativen Fehler der

Höhenänderung und der Zeitdi�erenz. Somit erhielt man für den in Abbildung 69 mit

(20) gekennzeichneten Kristall im betrachteten Zeitraum zwischen den Aufnahmen der

Bilder (K1) und (P1) eine Wachstumsgeschwindigkeit von v = (0, 65± 0, 07) nm
min

bzw. von

v = (1, 08± 0, 12) · 10−2 nm
s
.

Insgesamt erfolgte die Ermittlung der Wachstumsgeschwindigkeiten von 20 verschie-

denen Calciumcarbonatkristallen aus den Höhenbildern (K1, 550. Minute) bis (P1, 624.

Minute). In den Bildern (A1, 160. Minute) bis (J1, 527. Minute) ist zwar das Wachstum

einiger Calciumcarbonatkristalle auf der Probenober�äche sichtbar, jedoch ändern sich die

Höhen der Kristalle dort nur um wenige Nanometer. Bei solchen sehr kleinen Höhenände-

rungen ergaben sich hier relative Fehler von über 90% für die berechneten Wachstumsge-

schwindigkeiten. Daher wurden diese Wachstumsgeschwindigkeiten nicht weiter betrachtet

und die Wachstumsgeschwindigkeiten der ausgewählten Calciumcarbonatkristalle erst ab

dem Höhenbild (K1) für die Konzentration der CaCO3−Lösung in der Petrischale von

3,4mM ermittelt. Dabei erfolgte die Berechnung der Wachstumsgeschwindigkeiten der

Kristalle vom Bild (K1) bis zum Bild (M1, 579. Minute) über die ersten 29 Minuten nach
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dem vierten Lösungsaustausch und vom Bild (K1) bis zum Bild (P1) über einen Zeitraum

von 74 Minuten. In derAbbildung 69 sind die betrachteten Calciumcarbonatkristalle mit

verschiedenfarbigen Pfeilen und fortlaufend mit (1) bis (20) gekennzeichnet. Die berech-

neten Wachstumsgeschwindigkeiten der Kristalle in der Einheit 10−2 nm
s
�nden sich in der

Tabelle 8. Die Tabelle 20 im Anhang in Abschnitt 10.5 zeigt die ermittelten Wachstums-

geschwindigkeiten aus der Tabelle 8 zusätzlich in der Einheit nm
min

. Zur besseren Übersicht

sind die berechneten Wachstumsgeschwindigkeiten dort in den gleichen Farben wie die

zur Kennzeichnung der Calciumcarbonatkristalle genutzten Pfeile in der Abbildung 69

dargestellt.

Abbildung 69: Zur Bestimmung der Wachstums-
geschwindigkeiten ausgewählte CaCO3−Kristalle.
Dargestellt ist das AFM-Höhenbild (P1) aus Abb.
66. Die einzelnen zu vermessenden CaCO3−Kris-
talle sind mit grünen und blauen Pfeilen gekenn-
zeichnet und mit (1) bis (20) nummeriert. Die zu
den Kristallen ermittelten Wachstumsgeschwindig-
keiten �nden sich in Tabelle 8.

Wie bereits bei der Betrachtung der Abbildungen 65 bis 68 beobachtet, sind die ins-

besondere auf der linken Seite des abgebildeten Probenbereichs vorhandenen und in der

Abbildung 69 mit grünen Pfeilen markierten Calciumcarbonatkristalle langsamer gewach-

sen als die mit blauen Pfeilen gekennzeichneten Calciumcarbonatkristalle. Dabei stimmen

die berechneten Wachstumsgeschwindigkeiten der mit grünen Pfeilen bzw. blauen Pfeilen

markierten Kristalle im Rahmen der ermittelten Fehler gut überein. Die Wachstumsge-

schwindigkeiten der mit blauen Pfeilen gekennzeichneten Calciumcarbonatkristalle sind

dabei etwa 1,5-fach bis 2-fach höher als die Wachstumsgeschwindigkeiten der mit grünen

Pfeilen markierten Kristalle. Im AFM-Experiment sind die Kristalle nach dem letzten

Lösungsaustausch von den Bildern (K) bis (M) über eine Zeitspanne von 29 Minuten

in der 3,4mM CaCO3−Lösung und von den Bildern (K) bis (P) über einen Zeitraum

von 74 Minuten ebenfalls in der 3,4mM CaCO3−Lösung anscheinend mit den gleichen

Geschwindigkeiten gewachsen. Allerdings sind die relativen Fehler der ermittelten Wachs-

tumsgeschwindigkeiten in den ersten 29 Minuten nach dem Lösungsaustausch aufgrund

der sehr kleinen Höhenänderungen sehr groÿ und betragen bis zu 76%. Das unterschied-

lich starke Höhenwachstum erklärt sich eventuell dadurch, dass auf der linken Seite sehr

viele kleine Kristalle entstanden sind und auf der rechten Probenseite nur wenige.
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Wachstumsgeschwindigkeiten in 10−2 nm
s

bei der Konzentration von
3,4mM über den Zeitraum von
29min (Bilder (K1) bis (M1))

bei der Konzentration von
3,4mM über den Zeitraum von
74min (Bilder (K1) bis (P1))

Calciumcar-
bonatkristall

(1) 0, 4± 0, 3 0, 5± 0, 1
(2) 0, 4± 0, 3 0, 4± 0, 1
(3) 0, 3± 0, 2 0, 3± 0, 2
(4) 0, 3± 0, 2 0, 4± 0, 1
(5) ������ 0, 3± 0, 1
(6) 0, 4± 0, 3 0, 4± 0, 1
(7) ������ 0, 4± 0, 1
(8) ������ 0,3± 0, 1
(9) 0, 4± 0, 2 0, 3± 0, 1
(10) ������ 0, 5± 0, 1
(11) 0, 3± 0, 2 0, 4± 0, 1
(12) 0, 6± 0, 3 1, 0± 0, 1
(13) 0, 8± 0, 3 0, 9± 0, 1
(14) 0, 8± 0, 3 1, 0± 0, 1
(15) ������ 0, 8± 0, 1
(16) 1, 0± 0, 3 1, 0± 0, 1
(17) 0, 7± 0, 3 0, 7± 0, 1
(18) 0, 7± 0, 3 0, 9± 0, 1
(19) ������ 1, 0± 0, 1
(20) 1, 1± 0, 3 1, 1± 0, 1

Tabelle 8: Aus den AFM-Höhenbildern der Abb. 65 und 66 berechnete Wachstumsge-
schwindigkeiten in 10−2 nm

s
von 20 verschiedenen CaCO3−Kristallen in der verwendeten

Konzentration der CaCO3−Lösung in der Petrischale von 3,4mM. Die Ermittlung der
Wachstumsgeschwindigkeiten erfolgte erst ab dem Bild (K1), da von den Bildern (A1) bis
(J1) kein Wachstum der ausgewählten CaCO3−Kristalle beobachtet werden konnte oder
die Höhen der CaCO3−Kristalle nur um wenige Nanometer zunahmen, womit die relativen
Fehler der berechneten Wachstumsgeschwindigkeiten über 90% betrugen.

5.4.1.5 Ergänzende Charakterisierung der Perlmuttspalt�äche nach dem AFM-

Wachstumsexperiment mittels REM

Nach dem Ausbau der Petrischale mit festgeklebter Probe aus dem AFM wurde die

CaCO3−Lösung aus der Petrischale mittels Pipette entfernt, die Probe mehrfach mit

Reinstwasser abgespült und danach die restliche Flüssigkeit mit Hilfe fusselfreier Tücher234

aus der Petrischale entfernt [4]. Anschlieÿend erfolgte die Trocknung des Probestücks für

drei Tage im Kühlraum bei 6 °C [4]. Nach der Trocknung wurde das Probestück für die

234VWRr Light-Duty Tissue Wipers; VWR International, LLC; Radnor, PA, USA
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REM-Untersuchung gemäÿ des in Abschnitt 4.5 beschriebenen Präparationsverfahrens

vorbereitet, in dem zunächst der Rand der Petrischale mit der entwickelten Apparatur

abgesägt und anschlieÿend der Petrischalenboden mit aufgeklebter Probe mit einem elek-

trisch leitfähigen Haftaufkleber235 auf einem runden Probenteller236 aus Aluminium �xiert

sowie zusätzlich mit leitfähigem, kupferbeschichtetem Klebeband237 kontaktiert wurde.

Für die REM-Untersuchung erfolgte hier ebenfalls keine leitfähige Beschichtung der Pro-

benober�äche [4].

Die Abbildungen 70 und 71 zeigen REM-Aufnahmen ausgewählter Bereiche dieser

ursprünglich frisch gespaltenen Perlmuttober�äche, die zuvor bereits beim Wachstumsex-

periment über einen Zeitraum von 464 Minuten mit dem AFM abgebildet wurde (siehe

Abb. 65 und 66). In der Abbildung 70 sind verschiedene Bereiche der Probenober�äche

dieser Perlmuttspalt�äche mit unterschiedlichen Scan�ächen von 37 µm · 49 µm beim Bild

(A), von 20 µm ·27 µm beim Bild (B), von 11 µm ·15 µm beim Bild (C) und von 7 µm ·9 µm
beim Bild (D) dargestellt. Die Untersuchung der Probe mittels REM erfolgte mit dem SE2-

Detektor238, wobei eine Beschleunigungsspannung von 1 kV, ein Aperturblendendurchmes-

ser von 30 µm und ein Neigungswinkel des Probentisches von 0 ° verwendet wurden [4].

Das Bild (A) zeigt eine Übersichtsaufnahme der Probenober�äche, in der mehrere

rhomboedrische Calcitkristalle erkennbar sind. Dort kennzeichnen die roten Pfeile beispiel-

haft zwei solche eher vereinzelt vorhandene Calcitkristalle und die grünen Pfeile mehrere

dicht nebeneinander auftretende Calcitkristalle. Alle diese Calcitkristalle sind vermutlich

direkt aus den höher übersättigten CaCO3−Lösungen, die während des Wachstumsexpe-

riments Verwendung fanden, präzipitiert und nur auf die Probenober�äche gefallen [4].

Das Bild (B) zeigt den grün hervorgehobenen Bereich aus dem Bild (A) entsprechend

vergröÿert. Dort ist bei genauem Betrachten bereits gut erkennbar, dass sich auf der

ursprünglich frisch gespaltenen Perlmuttober�äche viele kleine Calciumcarbonatkristalle

be�nden. Dabei treten diese Kristalle mit unterschiedlichen Ober�ächendichten auf. Die

weiÿen Pfeile markieren Bereiche, in denen die Calciumcarbonatkristalle deutlich dichter

gewachsen sind als in den mit blauen Pfeilen gekennzeichneten Bereichen. Das Bild (C)

zeigt eine weiter vergröÿerte Aufnahme eines Ausschnitts aus dem Bild (B). Bei noch weite-

rer Vergröÿerung, d. h. bei noch kleineren Scan�ächen, im Bild (D) ist besser sichtbar, dass

diese Calciumcarbonatkristalle nadelartige Formen aufweisen. Im Bild (D) sind mehrere

solche nadelartigen Kristalle mit gelben Pfeilen gekennzeichnet. Zudem sind die Calcium-

carbonatkristalle in dem ausgewählten Probenbereich mit sehr hoher Ober�ächendichte

23525mm Durchmesser; Plano GmbH; Wetzlar, Deutschland
23632mm Durchmesser; Plano GmbH; Wetzlar, Deutschland
2376,4mm Breite, einseitig klebend; Plano GmbH; Wetzlar, Deutschland
238siehe Abschnitt 3.2
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auf der Probenober�äche vorhanden, sodass die darunterliegenden Aragonitplättchen bzw.

das darunter be�ndliche Mineral nicht mehr erkennbar sind. In diesen REM-Aufnahmen

ist eine Unterscheidung zwischen den Kristallen, deren Entstehung bereits während des

natürlichen Schalenwachstums erfolgte, und den Kristallen, deren Wachstum während des

AFM-Experiments stattfand, nicht möglich [4].
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Abbildung 70: REM-Aufnahmen ausgewählter Ober�ächenbereiche der ursprünglich frisch
gespaltenen Perlmuttober�äche nach dem Wachstumsexperiment (siehe Abb. 65 und 66).
Scan�ächen: (A) 37 µm · 49 µm, (B) 20 µm · 27 µm, (C) 11 µm · 15 µm und (D) 7 µm · 9 µm.
Der grün hervorgehobene Bereich aus (A) ist in (D) vergröÿert dargestellt. Auf der Pro-
benober�äche be�nden sich einerseits einzelne rhomboedrische Calcitkristalle (rote und
grüne Pfeile in (A)), die direkt aus den übersättigten CaCO3−Lösungen präzipitiert sind,
und andererseits viele nadelförmige CaCO3−Kristalle [4]. Diese nadelförmigen Kristalle
treten mit unterschiedlichen Ober�ächendichten auf der Probenober�äche auf (blaue und
weiÿe Pfeile in (B)). Dabei sind die Kristalle z. B. in den mit weiÿen Pfeilen gekennzeich-
neten Bereichen dichter gewachsen als in den mit blauen Pfeilen markierten Bereichen.
Die gelben Pfeile in (D) kennzeichnen beispielhaft einzelne nadelartige CaCO3−Kristalle.
Hier ist allerdings nicht entscheidbar, welche Kristalle bereits vor der Initiierung des Kris-
tallwachstums vorhanden waren und welche Kristalle während des AFM-Wachstumsexpe-
riments gewachsen sind.
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Abbildung 71: Weitere REM-Aufnahmen der bereits in Abb. 70 gezeigten Perlmuttspalt-
�äche unter einem Neigungswinkel des Probentisches von 19,4 ° bzw. 17,9 ° ((A) bis (E)
bzw. (F)) zur besseren Beobachtung der Form der gewachsenen CaCO3−Kristalle. Scan-
�ächen: (A) 48 µm · 64 µm, (B) 16 µm · 22 µm, (C) 13 µm · 17 µm, (D) 6 µm · 9 µm, (E)
9 µm · 12 µm und (F) 13 µm · 17 µm. Auf der Probenober�äche existieren einerseits Be-
reiche, in denen sehr viele dünne und dicht nebeneinander gewachsene CaCO3−Kristalle
vorhanden sind (weiÿe Dreiecke in (A) und (B)) und andererseits Bereiche, in denen weni-
ger CaCO3−Kristalle auftreten (rote Dreiecke in (A) und gelbe Dreiecke in (A) und (B)).
(D) zeigt den in (C) rot hervorgehobenen Bereich vergröÿert. In (C) bis (F) ist nun sehr
gut erkennbar, dass die verschiedenen CaCO3−Kristalle nadelartige Formen aufweisen
(verschiedenfarbige Dreiecke in (D)). (E) und (F) zeigen weitere Bereiche der Probenober-
�äche.
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In der Abbildung 71 sind REM-Aufnahmen weiterer unterschiedlicher Bereiche der

bereits in Abbildung 70 gezeigten ursprünglich frisch gespaltenen Perlmuttober�äche dar-

gestellt, wobei der Probentisch hier zusätzlich um einem Winkel von 19,4 ° geneigt wurde,

um die Form der auf der Probenober�äche vorhandenen Calciumcarbonatkristalle besser

zu charakterisieren. Die Bilder zeigen dabei verschiedene Scan�ächen von 48 µm · 64 µm

beim Bild (A), von 16 µm · 22 µm beim Bild (B), von 13 µm · 17 µm beim Bild (C), von

6 µm · 9 µm beim Bild (D), von 9 µm · 12 µm beim Bild (E) und von 13 µm · 17 µm beim

Bild (F). Die Aufnahmen dieser REM-Bilder erfolgten auch mit dem SE2-Detektor239,

wobei eine Beschleunigungsspannung von 1 kV und eine Aperturblende mit Durchmesser

von 30 µm verwendet wurden [4].

In den Bildern (A) bis (F) sind verschiedene Bereiche auf der Perlmuttspalt�äche zu

erkennen. So markieren z. B. die weiÿen Dreiecke dort jeweils einen Bereich, in dem sehr

viele, dicht nebeneinander auftretende, Calciumcarbonatkristalle auf der Probenober�äche

existieren. Vermutlich waren in diesem Probenbereich vor dem AFM-Wachstumsexperi-

ment, d. h. vor Einspülen der übersättigten CaCO3−Lösungen, bereits viele nadelförmige
Calciumcarbonat- bzw. Aragonitkristalle vorhanden. Im Gegensatz dazu kennzeichnen die

gelben und roten Dreiecke Bereiche, in denen weniger nadelförmige Kristalle mit geringeren

Ober�ächendichten auftreten. In den Bildern (C) bis (F) sind die nadelförmigen Calcium-

carbonatkristalle noch viel besser zu erkennen. Dabei besitzen diese Calciumcarbonatkris-

talle recht unterschiedliche laterale Ausdehnungen bzw. Durchmesser, d. h. einerseits sind

viele kleinere, dünnere Kristalle und andererseits auch mehrere gröÿere, dickere Kristalle

auf der Probenober�äche sichtbar. Das Bild (D) zeigt den im Bild (C) rot hervorgehobenen

Bereich entsprechend vergröÿert. Zur Verdeutlichung kennzeichnen die verschiedenfarbigen

Dreiecke dort mehrere einzelne nadelförmige Kristalle. Dabei weisen die mit grünen Drei-

ecken markierten Kristalle gröÿere laterale Ausdehnungen auf als die mit blauen Drei-

ecken gekennzeichneten Calciumcarbonatkristalle. Die Bilder (E) und (F) zeigen weitere

Ober�ächenbereiche der Perlmuttspalt�äche, in denen ebenfalls viele nadelförmige Kris-

talle beobachtbar sind.

Im Bild (D) mit einem Ober�ächenbereich von 6 µm · 9 µm zählt man etwa 650 ± 50

nadelförmige Calciumcarbonatkristalle [4]. Der Fehler beim Abzählen der Kristallanzahl

ergibt sich aus mehreren Gründen: (1) Auch hier ist in den REM-Aufnahmen der Wachs-

tumsfront bei mehreren Kristallen nur schwer entscheidbar, ob einzelne Kristalle direkt

nebeneinander existieren oder ob es sich bereits um einen gröÿeren, zusammengewachse-

nen Kristall handelt, (2) be�nden sich auf der Probenober�äche auch abgebrochene bzw.

�abgeknickte� Kristalle und (3) weisen die verschiedenen Kristalle deutlich unterschied-

239siehe Abschnitt 3.2
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liche Durchmesser bzw. laterale Ausdehnungen auf [4]. Aus der ermittelten Kristallanzahl

wurde hier eine Ober�ächendichte der Calciumcarbonatnadeln von (12, 0± 0, 9) µm−2 be-

rechnet. Allerdings ist im Bild (D) erkennbar, dass die Kristalle nicht homogen verteilt,

also nicht im gleichen Abstand zueinander, auf der Probenober�äche gewachsen sind. Aus

den REM-Aufnahmen mit gröÿeren Scan�ächen, die einen gröÿeren Probenbereich zei-

gen, konnten die Ober�ächendichten nicht ermittelt werden, da die Au�ösung dort für

eine Auszählung der einzelnen auftretenden nadelförmigen Calciumcarbonatkristalle nicht

ausreichte.

In diesemWachstumsexperiment gelang die direkte Beobachtung des induziertenWachs-

tums von Calciumcarbonatkristallen auf der ursprünglich frisch gespaltenen Perlmutt-

ober�äche mit dem AFM (siehe Abb. 65 und 66). Zusätzlich konnten nach dem AFM-

Wachstumsexperiment die Wachstumsgeschwindigkeiten der Calciumcarbonatkristalle un-

tersucht werden (siehe Tab. 8) sowie die gewachsenen Kristalle mit dem REM beobachtet,

ihre nadelförmige Struktur aufgeklärt und in einem homogen bewachsenen Bereich die

Ober�ächendichte der Kristallnadeln ermittelt werden (siehe Abb. 70 und 71). Da bei

dieser Perlmuttspalt�äche sowohl in den AFM-Bildern als auch in den REM-Bildern je-

doch keine klaren Umrisse bzw. Kanten der einzelnen Aragonitplättchen und die einzelnen

Aragonitplättchen selbst nicht beobachtbar sind, kann hier allerdings noch keine Aussage

darüber getro�en werden, an welchen Stellen auf der Aragonitplättchenober�äche vor-

zugsweise die Nukleation des Calciumcarbonats einsetzt und das weitere Wachstum der

Calciumcarbonat- bzw. Aragonitkristalle erfolgt.

5.4.2 Zweites Wachstumsexperiment auf einer Perlmuttspalt�äche

5.4.2.1 Aufnahme der AFM-Bildsequenz

Ein weiteres Wachstumsexperiment fand auf einer der bereits voruntersuchten frisch ge-

spaltenen Perlmuttober�äche, die in der Abbildung 57 in Abschnitt 5.3.1 gezeigt wurde,

statt. Das verwendete Probestück wies dabei eine Gröÿe von etwa 4mm · 4mm auf. Für

die Strukturuntersuchung wurde die Perlmuttspalt�äche durch Hammerschläge aus der

Schale einer Meeresschnecke erzeugt, mit einer 0,9mM CaCO3−Lösung benetzt und mit-

tels Zweikomponentenkleber in einer Petrischale �xiert sowie nach dem Aufkleben erneut

mit der 0,9mM CaCO3−Lösung befeuchtet [4]. Nach Abbinden des Zweikomponenten-

klebers erfolgte das Hinzufügen von 3ml derselben 0,9mM CaCO3−Lösung in die Petri-

schale. Da die 0,9mM CaCO3−Lösung einer gesättigten Lösung entspricht und in dieser

gesättigten Lösung weder Wachstum noch Abbau des Calciumcarbonats zu erwarten sind,

wurde diese Konzentration der CaCO3−Lösung für die Präparationsprozedur sowie für
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das Abbilden der Probenober�äche während der Strukturuntersuchung und zu Beginn des

Wachstumsexperiments verwendet [4]. Das Abbilden der Probenober�äche erfolgte mit ei-

ner ScanAsyst-Air AFM-Sonde, deren vor Probeneinbau durchgeführte Kalibrierung eine

Federkonstante von 0, 48 N
m
und eine De�ektionssensitivität von (25, 9± 1, 4) nm

V
lieferte.

Diese Kalibrierung wurde in einer weiteren Petrischale, in der sich keine Probe, sondern

nur 3ml der 0,9mM CaCO3−Lösung befanden, durchgeführt.
Die Untersuchung der Probenober�äche mit dem AFM (Voruntersuchung und Beob-

achtung des induzierten Kristallwachstums) erfolgte insgesamt über 600 Minuten. Nach

der Untersuchung zur Charakterisierung der Ober�ächenstruktur der frisch gespaltenen

Perlmuttober�äche wurden die Au�ösung und die Abtastrate so gewählt, dass während

des Wachstumsexperiments eine Bildaufnahme wieder etwa sechs Minuten dauerte. Die

direkte Beobachtung des Wachstums von Calciumcarbonatkristallen erfolgte auf dem be-

reits im Bild (B1) bzw. (B2) in der Abbildung 57 dargestellten Probenbereich. Dieser

Probenbereich wurde während des Wachstumsexperiments über einen Zeitraum von 384

Minuten mit dem AFM abgebildet, wobei die Aufnahmen aller aufeinanderfolgenden Bil-

der in einem Zeitabstand von jeweils sechs Minuten stattfanden.

Die Abbildung 72 zeigt ausgewählte Bilder aus dieser AFM-Bildsequenz. Die Bilder

(A) bis (H) stellen dabei denselben Ober�ächenbereich mit der Scan�äche von 3, 2 µm ·
3, 2 µm über einen Zeitraum von 263 Minuten dar. Jeweils oben (Bilder mit Index 1) sind

die Höhensignale und jeweils unten (Bilder mit Index 2) die entsprechenden Fehlersignale

gezeigt. Die einzelnen Bilder wurden dabei mit einer Au�ösung von 256 x 256Pixel, einer

Abtastrate von 0,795Hz und einer abbildenden Kraft von 600 pN aufgenommen.

Zu Beginn (Bilder (A)) befand sich das Probestück in 3ml der 0,9mM CaCO3−Lösung.
Das Bild (A1) bzw. (A2) zeigt die Teilober�ächen von drei aneinandergrenzenden Arago-

nitplättchen, die sich in dem betrachteten Probenbereich in der oberen Schicht be�nden

(siehe zum Vergleich Abb. 57). Dort sind deutlich die Ober�ächenstrukturen der einzelnen

Plättchen erkennbar. Auf den Plättchenober�ächen existieren viele, einige Nanometer bis

zu wenigen zehn Nanometern hohe, natürlich gewachsene kristalline Strukturen, bei denen

es sich vermutlich um �nanoasperities� und/oder kleine, nadelförmige Aragonitkristalle

handelt [4, 77]. Besonders deutlich beobachtbar sind auch die Ränder bzw. Kanten der

nebeneinanderliegenden Aragonitplättchen. In der Ober�äche des linken Plättchens tritt

eine Vertiefung bzw. ein Loch auf, in der sich bereits im unteren, rechten Bereich ein Kris-

tall be�ndet. Dieser Kristall ist vermutlich ein präparationsbedingtes Bruchstück einer

Mineralbrücke oder bereits ein Ansatz für eine neue Mineralbrücke. Auÿerdem ist am un-

teren Bildrand auf diesem Aragonitplättchen ein etwa 60 nm hoher, höchstwahrscheinlich

aus Aragonit bestehender, Kristall sichtbar [4].
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Abbildung 72: Zweites Wachstumsexperiment: AFM-Beobachtung des induzierten Kris-
tallwachstums auf der frisch präparierten Perlmuttspalt�äche aus Abb. 57. Dargestellt
sind ausgewählte Aufnahmen aus der AFM-Bildsequenz mit der Scan�äche von jeweils
3, 2 µm · 3, 2 µm über einen Zeitraum von 263 Minuten. Bilder mit Index 1 (jeweils oben)
zeigen die Höhensignale und Bilder mit Index 2 (jeweils unten) die Fehlersignale. Bei
(A) befand sich die Probe in 3ml einer 0,9mM CaCO3−Lösung. Die verschiedenfarbigen
Dreiecke (blaues, rotes, grünes und schwarzes Dreieck) kennzeichnen die Austausche der
CaCO3−Lösungen. Dabei wurde immer 1ml der CaCO3−Lösung entfernt und gegen 1ml
einer übersättigten 4mM CaCO3−Lösung ausgetauscht. Damit ergaben sich folgende Kon-
zentrationen der CaCO3−Lösung in der Petrischale: (A) 0,9mM, (B) 1,9mM, (C) 2,6mM,
(D) bis (E) 3,1mM und (F) bis (H) 3,4mM. Die Zeiträume zwischen den Bildern betragen:
(A) bis (B) 70min, (B) bis (C) 60min und (C) bis (H) jeweils 20min bis 37min (siehe Abb.
73). Die weiÿen, roten, grünen und blauen Pfeile markieren beispielhaft CaCO3−Kristalle,
deren Höhen im Verlauf der Bilder deutlich zunehmen.
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Konzentration der
CaCO3−Lösung

Zeitraum der Probe in
der jeweiligen Lösung

Bilder

0,9mM 367 Minuten (A)
1,9mM 67 Minuten (B)
2,6mM 66 Minuten (C)
3,1mM 70 Minuten (D) bis (E)
3,4mM 83 Minuten (F) bis (H)

Tabelle 9: Verwendete Konzentrationen der CaCO3−Lösung in der Petrischale und Ver-
weilzeitraum des Probestücks in der jeweiligen Lösung während des zweiten in Abb. 72 ge-
zeigten Wachstumsexperiments auf der frisch gespaltenen und voruntersuchten Perlmutt-
ober�äche aus Abb. 57. Die Bilder (A) bis (H) in Abb. 72 zeigen die Probenober�äche über
einen Zeitraum von 263 Minuten. Das Probestück befand sich vor dem ersten Austausch
bereits 367 Minuten in der 0,9mM CaCO3−Lösung.

Bis zur Aufnahme der Bilder (A) befand sich die Probe bereits etwa 360 Minuten

in den 3ml der 0,9mM CaCO3−Lösung. Während dieser Zeitspanne fand hauptsächlich

die Untersuchung der Ober�ächenstruktur der frisch gespaltenen Perlmuttober�äche statt.

Nachdem das Abbilden des für das Wachstumsexperiment ausgewählten Probenbereichs

stabil über einen Zeitraum von 30 Minuten gelang, erfolgte das Ansetzen der übersättig-

ten 4mM CaCO3−Lösung. Nach dem Ansetzen wurde diese 4mM CaCO3−Lösung für

30 Minuten neben das AFM gestellt, um eine Anpassung der Temperaturen beider Lö-

sungen240 zu ermöglichen. Erst nach diesem Zeitraum konnte der erste Austausch der

CaCO3−Lösungen statt�nden. Während des Wachstumsexperiments wurde die CaCO3−
Lösung in der Petrischale nun insgesamt viermal ausgetauscht, wobei jeweils 1ml der

CaCO3−Lösung aus der Petrischale entnommen und 1ml der 4mM CaCO3−Lösung in die
Petrischale eingespült wurde. Der erste Lösungsaustausch erfolgte nur sieben Minuten nach

der Aufnahme der Bilder (A). Die drei weiteren Austausche fanden dann immer nach einem

Zeitraum von etwa 66 Minuten bis 70 Minuten statt. Das blaue, rote, grüne und schwarze

Dreieck in der Abbildung 72 kennzeichnen jeweils die Austausche der CaCO3−Lösungen.
Damit wurden die folgenden Konzentrationen der CaCO3−Lösung in der Petrischale ver-

wendet: 0,9mM bei den Bildern (A), 1,9mM bei den Bildern (B), 2,6mM bei den Bildern

(C), 3,1mM bei den Bildern (D) bis (E) und 3,4mM bei den Bildern (F) bis (H). Die zwi-

schen den gezeigten Bildern (A) und (B) bzw. (B) und (C) vergangene Zeitspanne beträgt

70 Minuten bzw. 60 Minuten. Zwischen den Aufnahmen der ausgewählten Bilder (C) bis

(H) ist jeweils ein Zeitraum im Bereich von 20 Minuten bis 37 Minuten verstrichen. Die

Tabelle 9 gibt eine Übersicht über die während des Wachstumsexperiments verwendeten

Konzentrationen der CaCO3−Lösung in der Petrischale und die Zeiträume des Probestücks
2404mM CaCO3−Lösung und CaCO3−Lösung in der Petrischale
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in der jeweiligen CaCO3−Lösung. Zusätzlich zeigt dieAbbildung 73 einen Zeitstrahl, der
die detaillierte zeitliche Abfolge beim zweiten Wachstumsexperiment auf einer Perlmutt-

spalt�äche aus der Abbildung 72 darstellt. Dort sind die verwendeten Konzentrationen

der CaCO3−Lösung in der Petrischale, die Zeitpunkte der Bildaufnahmen und der vier

Austausche der CaCO3−Lösungen sowie die Gesamtlaufzeit des Wachstumsexperiments

angegeben. Zusätzlich erfolgt auch die Nennung der zwischen den Aufnahmen der einzelnen

Bilder (A) bis (H) liegenden Zeitabstände.

Abbildung 73: Zeitstrahl, der den genauen Ablauf des zweiten in Abb. 72 dargestellten
Wachstumsexperiments auf einer frisch präparierten Perlmuttspalt�äche zeigt. Hier sind
die verwendeten Konzentrationen der CaCO3−Lösung in der Petrischale, die zwischen
den gezeigten Bildern vergangenen Zeiträume, die Zeitpunkte der Bildaufnahmen und der
Austausche der CaCO3−Lösungen sowie die gesamte Laufzeit des Wachstumsexperiments
angegeben.
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Bei Betrachtung der Bilder (A) bis (H) in der Abbildung 72 ist sehr gut beobachtbar,

dass auf der Probenober�äche eindeutig das Wachstum mehrerer Calciumcarbonatkris-

talle stattfand. Dabei sind die Kristalle an verschiedenen Stellen auf den Plättchenober-

�ächen gewachsen. Die verschiedenfarbigen Pfeile markieren beispielhaft einige im Weite-

ren näher zu betrachtende Kristalle. Von den Bildern (A) bis (D) haben sich die Höhen

dieser Kristalle nur wenig geändert. Ab den Bildern (E), bei denen die Konzentration

der CaCO3−Lösung bereits 3,1mM betrug, ist das Wachstum der Kristalle deutlichst er-

kennbar. Der mit grünen Pfeilen gekennzeichnete Calciumcarbonatkristall ist dabei in der

Vertiefung (bzw. dem Loch), die in der Ober�äche des linken Aragonitplättchens exis-

tierte, entstanden. Die anderen gekennzeichneten Kristalle (weiÿe, rote und blaue Pfeile)

sind verstärkt im Bereich um die Ränder bzw. Kanten der drei aneinandergrenzenden

Aragonitplättchen gewachsen. Auch auf den übrigen sichtbaren Teilen der Aragonitplätt-

chenober�ächen fand das Wachstum von einigen Kristallen statt.

Bei diesem Wachstumsexperiment konnte das induzierte Wachstum von Calciumcar-

bonatkristallen auf der frisch gespaltenen Perlmuttober�äche direkt mit dem AFM be-

obachtet werden. Für mehrere dieser Kristalle erfolgte die Ermittlung der Wachstumsge-

schwindigkeiten, d. h. die Geschwindigkeiten, mit denen die Höhenänderungen der Kristalle

in den verschiedenen verwendeten Konzentrationen der CaCO3−Lösung stattfanden. Die
berechneten Wachstumsgeschwindigkeiten sind in Abschnitt 5.4.2.3 zu �nden.

5.4.2.2 Dreidimensionale Rekonstruktionen der Höhenbilder

Zur noch besseren Sichtbarkeit und Veranschaulichung des Kristallwachstums sind in der

Abbildung 74 die dreidimensionalen Rekonstruktionen jedes zweiten in Abbildung 72

dargestellten Höhensignals (Bilder mit Index 1 und der Scan�äche von jeweils 2, 9 µm ·
2, 9 µm) gezeigt. Die Zeitspannen zwischen den Bildern (A) und (C), (C) und (E) sowie

(E) und (G) betragen damit 130 Minuten, 63 Minuten und 48 Minuten. Bei allen 3D-

Rekonstruktionen wurde die gleiche Höhenskala wie bei den Höhenbildern verwendet.

In der Abbildung 74 ist deutlich die zuvor detailliert beschriebene Struktur der Ara-

gonitplättchen beobachtbar (siehe Abschnitt 5.3.1). Der eine, etwa 60 nm hohe, natürlich

gewachsene Aragonitkristall (grüne Dreiecke), der bereits zu Beginn des Wachstumsexperi-

ments auf einer der Plättchenober�ächen existierte, weist eine nadelartige Form auf. Dieser

Kristall ist dabei in den AFM-Aufnahmen verbreitert dargestellt [181, 182]. Die weiÿen,

roten, blauen und grünen Pfeile markieren hier dieselben, auf den Plättchenober�ächen

gewachsenen, Calciumcarbonatkristalle wie in der Abbildung 72. Hier ist deutlich beob-

achtbar, dass die Höhen dieser Kristalle zwischen den Aufnahmen der Bilder (A) und (G)

zunahmen. Der mit grünen Pfeilen markierte Kristall ist eindeutig aus dem Loch, das sich
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in der linken Aragonitplättchenober�äche befand, nach oben gewachsen. Wahrscheinlich

fand die Nukleation des Calciumcarbonats zunächst auf dem darunterliegenden Aragonit-

plättchen statt und der neu entstandene Kristall ist anschlieÿend von diesem Plättchen aus

nach oben weitergewachsen und ist damit ein weiterer Nachweis der Existenz von Mineral-

brücken, die die Kristallorientierung während des Aragonitwachstums weitergeben [5, 14].

Wie bereits oben erwähnt, erfolgte das Wachstum der mit weiÿen, roten und blauen Pfei-

len markierten Kristalle nah an den Rändern bzw. Kanten der Aragonitplättchen. Entlang

der gut sichtbaren Plättchenränder sind auch zahlreiche weitere Calciumcarbonatkristalle,

besonders neben den mit blauen Pfeilen markierten Kristallen, gewachsen.

Abbildung 74: Dreidimensionale Rekonstruktionen der in Abb. 72 dargestellten Höhen-
signale (Bilder mit Index 1 und Scan�äche von jeweils 3, 2 µm ·3, 2 µm). Beginnend mit der
3D-Rekonstruktion des Höhensignals (A1) wurden die 3D-Rekonstruktionen jedes zweiten
Höhenbildes dargestellt. Die 3D-Rekonstruktionen sind im Vergleich zu den Höhenbildern
um einen Winkel von 15 ° nach rechts gedreht. Die Konzentrationen der CaCO3−Lösung
in der Petrischale betrugen: (A) 0,9mM, (B) 1,9mM, (C) 2,6mM, (D) bis (E) 3,1mM und
(F) bis (H) 3,4mM. Die verschiedenfarbigen Pfeile markieren dieselben CaCO3−Kristalle
wie in Abb. 72. Die Kristalle sind vor allem an den Rändern bzw. Kanten der drei aneinan-
dergrenzenden Aragonitplättchen (rote, weiÿe und blaue Pfeile) und in dem Loch bzw. der
Vertiefung in der einen Plättchenober�äche (grüner Pfeil) gewachsen. Vor Initiierung des
Kristallwachstums (Bilder A) befand sich bereits ein natürlich gewachsener, etwa 60 nm
hoher, Aragonitkristall auf der linken Plättchenober�äche (grünes Dreieck).
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Die direkte Beobachtung des Kristallwachstums auf dieser ursprünglich frisch präpa-

rierten Perlmuttspalt�äche erlaubt die Annahme, dass die Calciumcarbonatkristalle be-

sonders in der Nähe der Ränder bzw. Kanten einzelner Aragonitplättchen und im Bereich

von Vertiefungen bzw. Löchern in den Plättchenober�ächen, in denen sich vermutlich vor

der Probenpräparation Mineralbrücken befanden, wachsen [4]. Diese Annahme wird un-

terstützt durch die in Abschnitt 2.3.2 beschriebenen und bereits zu Beginn des Abschnitts

5.4 erwähnten Untersuchungen von Bezares et al. in [6], bei denen der Nachweis von

Carboxyl- und Sulfatgruppen sowie aragonitnukleierenden Proteinen sowohl in einem zen-

tralen, ringförmigen Bereich der interlamellaren organischen Matrix (ILM), die die einzel-

nen Aragonitplättchen bedeckt, als auch im Bereich der intertabularen organischen Matrix

(ITM), die die einzelnen Aragonitplättchen in vertikaler Richtung umgibt und voneinander

trennt, gelang. Dabei wurde jedoch die organische Matrix von Meeresschnecken der Art

Haliotis rufescens untersucht. Es wird angenommen, dass die aragonitnukleierenden Pro-

teine und die Carboxyl- und Sulfatgruppen die Entstehung der Aragonitkristalle während

der Perlmuttbildung begünstigen [14, 5]. Da das Wachstum der Calciumcarbonatkristal-

le während dieses AFM-Experiments verstärkt im Loch bzw. in der Vertiefung in der

Plättchenmitte und an den Plättchenrändern erfolgte, waren die betrachteten Aragonit-

plättchen in dem mit dem AFM untersuchten Probenbereich vermutlich mit organischer

Matrix bedeckt.

5.4.2.3 Bestimmung der Wachstumsgeschwindigkeiten

Im Folgenden wurden die Geschwindigkeiten, mit denen sich die Höhen der verschiedenen

auf den Plättchenober�ächen induziert gewachsenen Calciumcarbonatkristalle geändert

haben, ermittelt. Für 14 Kristalle erfolgte die Bestimmung der Wachstumsgeschwindigkei-

ten separat für die zwei letzten im AFM-Wachstumsexperiment verwendeten Konzentra-

tionen von 3,1mM und 3,4mM. Dabei wurden die Wachstumsgeschwindigkeiten erstens

über einen Zeitraum von 59 Minuten in der 3,1mM CaCO3−Lösung betrachtet, wobei

Höhenbilder, deren Aufnahmen kurz nach dem dritten Lösungsaustausch (500. Minute)

und kurz vor dem vierten Lösungsaustausch (570. Minute) erfolgten, Verwendung fanden.

Zweitens erfolgte die Bestimmung der Wachstumsgeschwindigkeiten über einen Zeitraum

von 48 Minuten in der 3,4mM CaCO3−Lösung. Dafür wurden ein kurz nach dem vierten

Lösungsaustausch (570. Minute) aufgenommenes Höhenbild und das Höhenbild (H1, 623.

Minute) verwendet. Die Ermittlung der Wachstumsgeschwindigkeiten konnte erst ab dem

dritten Lösungsaustausch (500. Minute) erfolgen, da davor von den Bildern (A1) bis (C1)

noch kein Wachstum auf der Probenober�äche beobachtbar ist.
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Wie bereits in Abschnitt 5.4.1.4 beschrieben, wurden dazu jeweils horizontal und

möglichst durch die Mitte241 der zu vermessenden Calciumcarbonatkristalle verlaufende

Höhenpro�le aus zwei nach unterschiedlichen Zeiträumen aufgenommenen Höhenbildern

mit der AFM-Software ermittelt und aus den zwei Höhenpro�len die Höhendi�erenzen

4h1 = h1a − h1b und 4h2 = h2a − h2b immer zwischen dem Höhenwert an der höchs-

ten Stelle des Calciumcarbonatkristalls (h1a bzw. h2a) und dem Höhenwert des gewählten

Referenzpunktes (h1b bzw. h2b) berechnet sowie aus den beiden Höhendi�erenzen die Hö-

henänderung 4h = 4h2−4h1 des Kristalls ermittelt. Mit dem zwischen den Aufnahmen

der Höhenbilder vergangenen Zeitraum 4t erfolgte anschlieÿend jeweils die Berechnung

der Wachstumsgeschwindigkeit v des Calciumcarbonatkristalls gemäÿ der Formel v = 4h
4t .

Die Fehler der ermittelten Wachstumsgeschwindigkeiten wurden ebenfalls entsprechend

dem in Abschnitt 5.4.1.4 beschriebenen Verfahren berechnet. Dabei ergaben sich die re-

lativen Fehler der Wachstumsgeschwindigkeiten jeweils aus Addition der relativen Fehler

der Höhenänderung 4h und der Zeitspanne 4t . Die einzelnen Höhendi�erenzen 4h1 und
4h2 konnten jeweils mit einer Genauigkeit von ±2 nm aus den Höhenpro�len abgelesen

werden, womit sich aufgrund der anschlieÿenden Di�erenzbildung ein Fehler von ±4 nm für

die Höhenänderungen ergab. Für die Zeitspanne ∆t zwischen den Aufnahmen der Höhen-

bilder wurde wieder ein Fehler von ±2min bzw. von ±120 s angenommen, da die Angabe

der Zeitpunkte der Bildaufnahmen immer mit einer Genauigkeit von ±1min erfolgte.

Abbildung 75: Zur Bestimmung der Wachstums-
geschwindigkeiten ausgewählte CaCO3−Kristalle.
Dargestellt ist das AFM-Höhenbild (H1) aus Abb.
72. Die zu vermessenden Kristalle sind mit verschie-
denfarbigen Pfeilen und mit (1) bis (14) gekenn-
zeichnet. Die zu den Kristallen ermittelten Wachs-
tumsgeschwindigkeiten �nden sich in Tabelle 10.

Die blauen und weiÿen Pfeile sowie der grüne Pfeil in der Abbildung 75 kennzeichnen

die zur Ermittlung der Wachstumsgeschwindigkeiten ausgewählten Calciumcarbonatkris-

talle. Zusätzlich wurden diese Kristalle dort fortlaufend mit (1) bis (14) markiert. Das

Wachstum der mit blauen Pfeilen gekennzeichneten Kristalle fand dabei in unmittelbarer

Nähe der Kanten bzw. Ränder der Aragonitplättchen statt. Im Gegensatz dazu sind die

241Die Höhenpro�le müssen in den betrachteten Höhenbildern immer an derselben Stelle durch den zu
vermessenden Calciumcarbonatkristall verlaufen.
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mit weiÿen Pfeilen markierten Kristalle weiter entfernt von den Plättchenkanten auf der

Ober�äche eines der Aragonitplättchen und der mit grünem Pfeil markierte Kristall genau

in der Vertiefung bzw. dem Loch, das in dieser Plättchenober�äche auftrat, gewachsen.

Die berechneten Wachstumsgeschwindigkeiten der betrachteten Kristalle in der Einheit

10−2 nm
s
�nden sich in der Tabelle 10. Die Tabelle 21 im Anhang in Abschnitt 10.5 zeigt

die ermittelten Wachstumsgeschwindigkeiten zusätzlich in der Einheit nm
min

. Zur besseren

Übersicht sind die berechneten Wachstumsgeschwindigkeiten in den gleichen Farben wie

die zur Kennzeichnung der Kristalle verwendeten Pfeile in der Abbildung 75 markiert.

Wachstumsgeschwindigkeiten in 10−2 nm
s

bei der Konzentration von
3,1mM über den Zeitraum von
59min (kurz nach dem dritten
Austausch bis kurz vor dem

vierten Austausch)

bei der Konzentration von
3,4mM über den Zeitraum
von 48min (kurz nach dem
vierten Austausch bis zum

Bild (H1))

Calciumcar-
bonatkristall

(1) 0, 2± 0, 1 0, 2± 0, 1
(2) 0, 5± 0, 1 ������
(3) 0, 4± 0, 1 0, 4± 0, 2
(4) 0, 4± 0, 1 0, 3± 0, 1
(5) ������ 0, 3± 0, 1
(6) 0, 3± 0, 1 0, 4± 0, 2
(7) 0, 2± 0, 1 0, 3± 0, 1
(8) ������ 0, 9± 0, 2
(9) ������ 0, 8± 0, 2
(10) 0, 2± 0, 1 0, 2± 0, 1
(11) 0, 3± 0, 1 0, 6± 0, 2
(12) 0, 4± 0, 1 1, 9± 0, 2
(13) 0, 2± 0, 1 0, 6± 0, 2
(14) 0, 9± 0, 1 3, 1± 0, 3

Tabelle 10: Aus den AFM-Höhenbildern der Abb. 72 berechnete Wachstumsgeschwindig-
keiten in 10−2 nm

s
von 14 verschiedenen CaCO3−Kristallen in zwei der verwendeten Kon-

zentrationen der CaCO3−Lösung in der Petrischale (3,1mM und 3,4mM). Die Ermittlung
der Wachstumsgeschwindigkeiten erfolgte erst ab dem Bild (D1), da ab diesem Zeitpunkt
das Kristallwachstum auf der Probenober�äche sichtbar ist.

Die meisten der nah an den Plättchenkanten entstandenen Calciumcarbonatkristalle

(1) bis (10) sind sowohl in der 3,1mM CaCO3−Lösung als auch in der 3,4mM CaCO3−
Lösung etwa mit den gleichen Geschwindigkeiten gewachsen. Dabei stimmen die Wachs-

tumsgeschwindigkeiten der einzelnen Kristalle im Rahmen der berechneten Fehler sehr

gut überein. Da sich die Höhe des Kristalls (2) in der 3,4mM CaCO3−Lösung nur noch
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um wenige Nanometer geändert hat, erfolgte hier aufgrund des hohen Fehlers keine An-

gabe der Wachstumsgeschwindigkeit. Nur das Wachstum der Kristalle (8) und (9) fand

in der 3,4mM CaCO3−Lösung schneller statt als das Wachstum der anderen mit blau-

en Pfeilen markierten Kristalle. Die Wachstumsgeschwindigkeiten der Kristalle (8) und

(9) konnten in der verwendeten Konzentration von 3,1mM nicht ermittelt werden, da

dort noch kein deutlich sichtbares Wachstum dieser Kristalle erfolgte. Die weiter entfernt

von den Kanten auf der Plättchenober�äche entstandenen Kristalle (11) und (13) sind

in der 3,4mM CaCO3−Lösung mit etwas höheren Geschwindigkeiten gewachsen als in

der 3,1mM CaCO3−Lösung. Im Vergleich zu allen anderen Kristallen haben die Höhen

der Calciumcarbonatkristalle (12) und (14) über den Zeitraum von 48 Minuten in der

3,4mM CaCO3−Lösung deutlich mehr zugenommen als in der 3,1mM CaCO3−Lösung.
Somit sind die Wachstumsgeschwindigkeiten der Kristalle (12) und (14) in der 3,4mM

CaCO3−Lösung von allen betrachteten Kristallen am höchsten und etwa 3-fach bis 4-fach

gröÿer als bei der Konzentration von 3,1mM. Die Wachstumsgeschwindigkeit des Kristalls

(14), dessen Wachstum im Loch bzw. in der Vertiefung in der Plättchenober�äche erfolgte,

ist auch in der 3,1mM CaCO3−Lösung von allen betrachteten Kristallen am höchsten.

Wie aus den berechneten Wachstumsgeschwindigkeiten ersichtlich und auch in den

Abbildungen 72 und 74 deutlich erkennbar ist, erfolgte das Wachstum des Kristalls (14)

in dem in der Plättchenober�äche vorhandenen Loch bei den zwei betrachteten Konzen-

trationen der CaCO3−Lösung (3,1mM und 3,4mM) wesentlich schneller als das Wachs-

tum der anderen Kristalle, die in der Nähe der Plättchenkanten und auf der restlichen

Ober�äche des Aragonitplättchens entstanden sind.

5.4.2.4 Ergänzende Charakterisierung der Perlmuttspalt�äche nach dem AFM-

Wachstumsexperiment mittels REM

Nach Durchführung des AFM-Wachstumsexperiments erfolgte die Vorbereitung der Perl-

muttspalt�äche für die anschlieÿende REM-Untersuchung wieder entsprechend der in Ab-

schnitt 4.5 beschriebenen Prozedur. Dazu wurde die CaCO3−Lösung aus der Petrischale

entfernt, die Probe mit Reinstwasser abgespült, die restliche Flüssigkeit in der Petrischale

mit Hilfe fusselfreier Tücher242 getrocknet und nach zehntägiger Trocknung der Probe im

Kühlraum bei 6 °C der Petrischalenrand entfernt [4]. Anschlieÿend wurde der Petrischalen-

boden, auf dem die Probe festgeklebt war, mittels elektrisch leitfähigem Haftaufkleber243

auf einem runden Probenteller244 �xiert und zusätzlich mit leitfähigem, kupferbeschichte-

242VWRr Light-Duty Tissue Wipers; VWR International, LLC; Radnor, PA, USA
24325mm Durchmesser; Plano GmbH; Wetzlar, Deutschland
24432mm Durchmesser; Plano GmbH; Wetzlar, Deutschland
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tem Klebeband245 kontaktiert. Für diese REM-Untersuchung erfolgte wieder keine leitfä-

hige Beschichtung der Probe [4].

Die Abbildungen 76 und 79 zeigen die mit dem REM aufgenommene Probenober-

�äche der ursprünglich frisch gespaltenen Perlmuttober�äche, auf der zuvor bereits das

Wachstum von Calciumcarbonatkristallen über einen Zeitraum von 263 Minuten direkt mit

dem AFM beobachtet wurde (siehe Abb. 72, Bilder (A) bis (H)). Die Abbildung 76

zeigt mehrere ausgewählte Ober�ächenbereiche mit unterschiedlichen Scan�ächen von

52 µm · 69 µm beim Bild (A), von 38 µm · 51 µm beim Bild (B), von 24 µm · 31 µm beim

Bild (C), von 13 µm · 17 µm beim Bild (D), von 10 µm · 13 µm beim Bild (E) und von

8 µm · 11 µm beim Bild (F). Für die Untersuchung der Probenober�äche mit dem SE2-

Detektor246 wurden eine Aperturblende mit Durchmesser von 30 µm und zunächst ein

Neigungswinkel des Probentisches von 0 ° sowie eine Beschleunigungsspannung von 1,5 kV

(Bilder (A) bis (C)) bzw. 1 kV (Bilder (D) bis (F)) verwendet [4].

Mehrere horizontal verlaufende und in vertikaler Richtung übereinander angeordnete

Schichten, die jeweils aus vielen einzelnen dicht aneinandergrenzenden und polygonal ge-

formten Aragonitplättchen bestehen, sind im Bild (A) deutlich erkennbar [4, 5]. Die in-

tertabulare organische Matrix trennt dabei die in einer Schicht vorhandenen Aragonit-

plättchen in horizontaler Richtung voneinander [1]. Zwischen den vertikal übereinander-

liegenden Schichten be�ndet sich immer eine etwa 30 nm bis 50 nm dünne Schicht der

interlamellaren organischen Matrix [1, 5]. Allerdings ist die organische Matrix hier in den

REM-Aufnahmen nicht sichtbar, da die Probe für die REM-Untersuchung nicht leitfähig

beschichtet wurde [4]. Die verschiedenfarbigen (weiÿen, gelben und roten) Pfeile kenn-

zeichnen drei verschiedene dieser etwa 500 nm hohen Aragonitschichten. Dabei markiert

der weiÿe Pfeil die oberste sichtbare Schicht aus Aragonitplättchen [4]. Auf der Proben-

ober�äche sind zusätzlich einige Artefakte, wie z. B. Löcher in der Aragonitschicht oder

übriggebliebene Bruchstücke anderer Aragonitplättchen, beobachtbar. Die blauen Pfeile

in den Bildern (A) und (B) markieren beispielhaft derartige Artefakte. Das Bild (B) zeigt

eine vergröÿerte Aufnahme eines gröÿeren Ausschnitts aus dem Bild (A). Da die Perl-

muttspalt�äche durch Zerschlagen mit einem Hammer aus den Schneckenschalen erzeugt

wurde, sind diese Artefakte höchstwahrscheinlich durch die Probenpräparation entstanden

[4]. Betrachtet man die einzelnen Aragonitplättchen in den REM-Aufnahmen, so lassen

sich deren laterale Ausdehnungen bzw. Durchmesser gut ausmessen. Die lateralen Ausdeh-

nungen der einzelnen Plättchen im untersuchten Probenbereich dieser ursprünglich frisch

gespaltenen Perlmuttober�äche liegen im Bereich von etwa 4µm bis 9µm.

2456,4mm Breite, einseitig klebend; Plano GmbH; Wetzlar, Deutschland
246siehe Abschnitt 3.2
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Abbildung 76: REM-Aufnahmen unterschiedlicher, ausgewählter Bereiche der ursprünglich
frisch gespaltenen Perlmuttober�äche nach dem AFM-Wachstumsexperiment (siehe Abb.
72). Scan�ächen: (A) 52 µm ·69 µm, (B) 38 µm ·51 µm, (C) 24 µm ·31 µm, (D) 13 µm ·17 µm,
(E) 10 µm·13 µm und (F) 8 µm·11 µm; Neigungswinkel des Probentisches: 0 °. In (A) bis (C)
sind die übereinander verlaufenden aus einzelnen Aragonitplättchen bestehenden Schichten
gut erkennbar. Der weiÿe, gelbe und rote Pfeil in (A) markiert jeweils eine solche Aragonit-
schicht. Durch die Präparation sind Artefakte auf der Probenober�äche (blaue Pfeile in
(A) und (B)) entstanden. Auf den Plättchenober�ächen sind CaCO3−Kristalle, die unter-
schiedliche laterale Ausdehnungen aufweisen, gewachsen (grüne Pfeile, gelbe und rote Drei-
ecke). Zur besseren Sichtbarkeit sind die Ränder einzelner Aragonitplättchen in (E) und
(F) weiÿ hervorgehoben. An den Plättchenkanten und in den Spalten zwischen den Plätt-
chen fand ebenfalls das Wachstum von CaCO3−Kristallen statt (grünes Dreieck in (E)).
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Die Bilder (C) bis (F) zeigen weitere unterschiedliche Bereiche dieser Perlmuttspalt-

�äche. Bereits in den Bildern (B) und (C) ist gut erkennbar, dass auf den Ober�ächen der

einzelnen Aragonitplättchen viele kristalline Strukturen, vermutlich während des AFM-

Experiments gewachsene Kristalle, vorhanden sind. Die grünen Pfeile kennzeichnen dort

mehrere Bereiche, in denen viele dieser Calciumcarbonatkristalle auf den Plättchenober-

�ächen existieren. Jedoch gibt es auch Bereiche, in denen keine oder nur sehr wenige

solcher Kristalle auftreten (z. B. weiÿes Dreieck im Bild (C)). Diese während des AFM-

Wachstumsexperiments auf den Aragonitplättchenober�ächen gewachsenen Calciumcar-

bonatkristalle, die o�ensichtlich sehr unterschiedliche laterale Ausdehnungen bzw. Durch-

messer aufweisen, sind in den Bildern (D) bis (F) besser zu erkennen. Verteilt über den

überwiegenden Teil der Ober�äche einzelner Aragonitplättchen treten hauptsächlich eher

dünnere Kristalle, d. h. solche mit geringen lateralen Ausdehnungen, auf. Die gelben Drei-

ecke in den Bildern (D) bis (F) kennzeichnen einige dieser dünnen Calciumcarbonat-

kristalle. Zusätzlich sind auch Kristallstrukturen mit deutlich gröÿeren Durchmessern (z. B.

rotes Dreieck im Bild (D)) auf der Probenober�äche zu beobachten. So besitzt der im Bild

(D) mit rotem Dreieck markierte Calciumcarbonatkristall bereits eine laterale Ausdehnung

von etwa 650 nm · 650 nm.

Da die Ränder bzw. Kanten der einzelnen Aragonitplättchen für das ungeübte Auge

teilweise nur schwer erkennbar sind, wurden die gut sichtbaren Plättchenränder zur besse-

ren Sichtbarkeit in den Bildern (E) und (F) weiÿ hervorgehoben. Wie bereits von mir in [4]

beschrieben, treten zwischen den Aragonitplättchen oftmals gröÿere Lücken bzw. Löcher

dort auf, wo mehrere aneinanderstoÿen (siehe z. B. Bilder (E) und (F)). Das blaue Dreieck

im Bild (F) markiert beispielhaft eine solche gröÿere Lücke. Wie besonders gut im Bild

(E) zu erkennen ist, existieren häu�g auch Calciumcarbonatkristalle an den Rändern der

Aragonitplättchen und in den Spalten zwischen den verschiedenen Plättchen (z. B. grünes

Dreieck), die vermutlich während des AFM-Wachstumsexperiments dort entstanden sind.

Aus den hier gezeigten zweidimensionalen REM-Aufnahmen der Aragonitplättchenober-

�ächen, deren Aufnahmen bei einem Neigungswinkel des Probentisches von 0 ° erfolgten,

können keine Informationen über die Höhen der gewachsenen Calciumcarbonatkristalle

erhalten werden. Allerdings lassen sich aus den REM-Aufnahmen sehr gut die Ober-

�ächendichten der auf den Aragonitplättchen gewachsenen Kristalle ermitteln.

Betrachtet man nun im Bild (F) das rechte, obere Aragonitplättchen, das deutlich

erkennbar eine polygonale Form aufweist, so sind dort viele dünnere Calciumcarbonat-

kristalle fast über die gesamte im Bild sichtbare Plättchenober�äche gewachsen. Allerdings

be�nden sich im näheren Bereich um den Rand bzw. die Kanten des Aragonitplättchens

nur wenige Kristalle. Auf diesem Aragonitplättchen sind insgesamt 265 ± 15 Calcium-
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carbonatkristalle abzählbar. Diese Kristalle sind aufgrund des o�enbar leicht schrägen

Winkels der Probenober�äche recht gut erkennbar. Jedoch ist bei einigen dieser Kristal-

le nicht eindeutig entscheidbar, ob es sich bei diesen jeweils um mehrere kleinere, dicht

nebeneinander gewachsene Kristalle oder um einen aus kleinen Kristalliten bereits zusam-

mengewachsenen Kristall handelt [4]. Auch eine Unterscheidung zwischen den tatsächlich

induziert gewachsenen Kristallen und den, vor dem Wachstumsexperiment mit dem AFM

beobachteten, auf den Plättchenober�ächen vorhandenen, natürlich gewachsenen, kristal-

linen Strukturen (�nanoasperities� und/oder kleine Aragonitkristalle) ist nicht gut möglich

[4]. Diese Unterscheidung fällt insbesondere bei noch sehr kleinen Kristallen bzw. Kristal-

len mit einer sehr geringen Höhe schwer.

Abbildung 77: Eine der bereits in Abb.
76 gezeigten REM-Aufnahmen zur Be-
stimmung der sichtbaren Teil�äche eines
Aragonitplättchens. Die manuell ausge-
wählte Fläche des Aragonitplättchens,
deren Berechnung mit dem Programm
ImageJ erfolgte, ist hier rot markiert.

Die Ermittlung der im REM-Bild sichtbaren Fläche247 des betrachteten Aragonitplätt-

chens erfolgte mit dem Programm ImageJ248. Dafür wurde der Umriss des Aragonitplätt-

chens im aufgenommenen Bild (F) der Abbildung 76 manuell nachgezeichnet und anschlie-

ÿend mit dem gespeicherten Maÿstab die Fläche des Aragonitplättchens automatisch be-

rechnet. Die Aufnahme des Maÿstabs fand zeitgleich mit der Aufnahme des REM-Bildes

statt. In der Abbildung 77 ist die manuell ausgewählte Fläche des Aragonitplättchens

rot hervorgehoben, wobei das Plättchen hier am oberen Bildrand nicht vollständig abge-

bildet ist. Für die ermittelte Ober�äche des Aragonitplättchens wurde ein Gröÿtfehler von

±0, 05 µm2 angenommen. Dieser Fehler ergibt sich aus zwei Gründen: (1) der Umriss des

Aragonitplättchens musste per Hand festgelegt werden und (2) die Kanten bzw. der Rand

des Plättchens sind nicht überall scharf abgebildet [4]. Damit erhielt man für die betrach-

tete Teil�äche des Aragonitplättchens nun eine Ober�äche von (34, 04± 0, 05) µm2.

247Fläche der groÿen (001)-Ober�äche des Aragonitplättchens
248ImageJ 1.53a; Wayne Rasband, National Institutes of Health; USA
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Aus der Anzahl der auf dem betrachteten Plättchen vorhandenen Calciumcarbonatkris-

talle und der berechneten Ober�äche des Aragonitplättchens konnte nun die Ober�ächen-

dichte der Kristalle ermittelt werden. Für das betrachtete Aragonitplättchen ergab sich

eine Ober�ächendichte von etwa (7, 8± 0, 5) Calciumcarbonatkristallen pro µm2. Aller-

dings fand das Wachstum der nadelförmigen Kristalle nicht homogen auf der gesamten

Ober�äche des Aragonitplättchens statt. Daher ist die Dichte der gewachsenen Calcium-

carbonatkristalle im näheren Bereich des Randes bzw. der Kanten deutlich kleiner als im

mittleren Bereich des Aragonitplättchens. Der Fehler der ermittelten Ober�ächendichte

wurde wie folgt berechnet. Der Fehler der abgezählten Kristalle von ±15 entspricht hier

einem relativen Fehler von 5, 7% und der Fehler der berechneten Plättchen�äche von

±0, 05 µm2 entspricht einem relativen Fehler von 0, 15%. Da sich die Ober�ächendichte

als Quotient aus der Anzahl der Kristalle und der Fläche des Aragonitplättchens ergab,

erhielt man einen relativen Fehler von etwa 5, 9% für die ermittelte Ober�ächendichte.

Abbildung 78: Zwei der bereits in Abb. 76 gezeigten REM-Aufnahmen zur Ermittlung der
Ober�ächendichten der auf den verschiedenen Aragonitplättchen vorhandenen CaCO3−
Kristalle. Die ausgewählten Aragonitplättchen sind mit (1) bis (5) gekennzeichnet. Die
ermittelten Ober�ächendichten �nden sich in Tabelle 11.

Aus den Bildern (E) und (F) der Abbildung 76 erfolgte auch die Ermittlung der Ober-

�ächendichten der auf den anderen gut sichtbaren Aragonitplättchen existierenden Cal-

ciumcarbonatkristalle. In der Abbildung 78 sind die einzelnen ausgewählten Aragonit-

plättchen mit (1) bis (5) markiert, wobei nur das im Bild (A) mit (5) gekennzeichnete

Plättchen fast vollständig zu sehen ist. Das Auszählen der einzelnen Kristalle konnte nicht

in REM-Aufnahmen mit gröÿeren Scan�ächen erfolgen, da dafür eine hohe Au�ösung der

Ober�ächenstruktur notwendig war. Die Tabelle 11 zeigt die Anzahl der Calciumcar-

bonatkristalle, die Ober�äche des jeweiligen Aragonitplättchens und die daraus ermit-
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telten Ober�ächendichten. Die Berechnung aller in den Bildern sichtbaren Ober�ächen

der Aragonitplättchen erfolgte ebenfalls mit Hilfe des Programms ImageJ. Dabei wurde

für den Gröÿtfehler der ermittelten Ober�ächen jeweils wieder ±0, 05 µm2 angenommen.

Die Calciumcarbonatkristalle auf den im Bild (B) mit (2) und (3) markierten Aragonit-

plättchen sind wieder aufgrund des leicht schrägen Winkels der Probenober�äche recht

gut erkennbar. Dort ist nur, wie oben beschrieben, manchmal schwer entscheidbar, ob es

sich (1) um einzeln gewachsene Kristalle oder einen einzelnen, gröÿeren Kristall und (2)

um induziert gewachsene Kristalle oder die bereits vorher vorhandenen, natürlich gewach-

senen, kristallinen Strukturen handelt [4]. Daher wurde dort wieder ein Fehler von ±15

Kristallen angenommen. Bei den Calciumcarbonatkristallen auf den mit (4) und (5) ge-

kennzeichneten Aragonitplättchen �el die Unterscheidung schwerer, da die Kristalle nur

direkt von oben zu sehen sind. Daher wurde dort beim Abzählen ein Fehler von ±30

Kristallen angenommen.

Aragonit-
plättchen

Ober�äche
in µm2

Anzahl der Calcium-
carbonatkristalle

Ober�ächendichte der
Kristalle pro µm2

(1) 34, 04± 0, 05 265± 15 7, 8± 0, 5
(2) 16, 03± 0, 05 130± 15 8, 1± 1, 0
(3) 15, 93± 0, 05 110± 15 6, 9± 1, 0
(4) 31, 98± 0, 05 160± 30 5, 0± 0, 9
(5) 46, 67± 0, 05 240± 30 5, 1± 0, 6

Tabelle 11: Die aus der Anzahl der auf der Teilober�äche des jeweiligen Aragonitplättchens
vorhandenen CaCO3−Kristalle und der Plättchen�äche ermittelte Ober�ächendichte für
die fünf verschiedenen in Abb. 78 gekennzeichneten Aragonitplättchen.

Die ermittelten Ober�ächendichten der Calciumcarbonatkristalle, die auf den mit (1),

(2) und (3) markierten Aragonitplättchen vorhanden sind, stimmem im Rahmen der be-

rechneten Fehler gut überein. Diese Aragonitplättchen liegen dabei direkt nebeneinander.

Die mit (4) und (5) gekennzeichneten Aragonitplättchen befanden sich in einem ande-

ren Probenbereich der untersuchten, ursprünglich frisch gespaltenen, Perlmuttober�äche.

Dort wurde eine etwas kleinere Ober�ächendichte der Calciumcarbonatkristalle ermittelt,

da auf diesen Aragonitplättchen bezogen auf die betrachtete Plättchenober�äche auch

weniger Kristalle gewachsen sind. Allerdings konnten die Ober�ächendichten der auf den

Plättchenober�ächen entstandenen Kristalle in den unterschiedlichen Probenbereichen nur

bei wenigen Aragonitplättchen ermittelt werden. Der Mittelwert der Ober�ächendichte aus

allen Berechnungen beträgt (6, 6± 0, 7) µm−2.
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Abbildung 79: REM-Aufnahmen der bereits in Abb. 76 untersuchten Perlmuttspalt�äche
hier unter einem Neigungswinkel des Probentisches von 22,3 ° zur Beobachtung der Form
der gewachsenen CaCO3−Kristalle. Scan�ächen: (A) 28 µm ·37 µm, (B) 11 µm ·15 µm, (C)
6 µm · 8 µm, (D) 9 µm · 12 µm, (E) 6 µm · 8 µm und (F) 4 µm · 6 µm. (B) zeigt eine vergrö-
ÿerte Aufnahme des in (A) rot hervorgehobenen Bereichs und (C) zeigt den in (B) grün
gekennzeichneten Bereich vergröÿert. Auf den Ober�ächen der einzelnen Aragonitplätt-
chen sind viele nadelförmige CaCO3−Kristalle (blauer und grüner Pfeil sowie gelbe Pfeile
in (C) und (E)) zu erkennen, die während des Wachstumsexperiments dort entstanden
sind. Ebenso be�nden sich an den Plättchenkanten und in den Spalten zwischen den Ara-
gonitplättchen viele CaCO3−Kristalle (rote und grüne Dreiecke in (B) und (E)). Zusätzlich
sind auf den Plättchenober�ächen zahlreiche kleinere kristalline Strukturen � vermutlich
�nanoasperities� und/oder Nukleationskeime � zu beobachten (weiÿe Dreiecke in (F)).
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Um diese auf den Ober�ächen der Aragonitplättchen gewachsenen Calciumcarbonat-

kristalle morphologisch besser charakterisieren zu können, wurde der Probentisch mit dem

darauf befestigten Probenhalter, auf dem sich der runde Probenteller249 mit dem Probe-

stück befand, nun um einen Winkel von 22,3 ° geneigt. Die Abbildung 79 zeigt weitere,

verschiedene Bereiche der bereits in Abbildung 76 dargestellten ursprünglich frisch ge-

spaltenen Perlmuttober�äche, auf der während des AFM-Experiments das Wachstum von

Calciumcarbonatkristallen stattfand, in den Scan�ächen von 28 µm · 37 µm beim Bild (A),

von 11 µm · 15 µm beim Bild (B), von 6 µm · 8 µm beim Bild (C), von 9 µm · 12 µm beim

Bild (D), von 6 µm · 8 µm beim Bild (E) und von 4 µm · 6 µm beim Bild (F). Dabei wurde

eine Beschleunigungsspannung von 1,5 kV und eine Aperturblende mit Durchmesser von

30 µm verwendet [4].

Im Bild (A) sind wieder deutlich mehrere übereinanderliegende Schichten, die aus ein-

zelnen Aragonitplättchen bestehen, beobachtbar [4]. Dabei kennzeichnet der weiÿe Pfeil

hier die oberste Aragonitschicht und der rote Pfeil eine weiter untenliegende Schicht. Das

Bild (B) zeigt eine vergröÿerte Aufnahme des im Bild (A) rot markierten Bereichs. Dort

ist bereits sehr deutlich erkennbar, dass die auf den Ober�ächen der Aragonitplättchen

vorhandenen Calciumcarbonatkristalle nadelartige Formen aufweisen. Dabei be�nden sich

diese nadelförmig gewachsenen Kristalle hauptsächlich im mittleren Bereich der verschie-

denen Aragonitplättchen, aber auch im Bereich um die Plättchenkanten. Zusätzlich sind

auch Calciumcarbonatkristalle in den Spalten zwischen den nebeneinanderliegenden Ara-

gonitplättchen (grüne Dreiecke) und an den freien Rändern bzw. Kanten der Plättchen

(rote Dreiecke) beobachtbar. Das Bild (C) zeigt wiederum den grün gekennzeichneten Be-

reich aus dem Bild (B) entsprechend vergröÿert. Das Bild (C) stellt dabei insbesondere

den mittleren Bereich eines der Aragonitplättchen aus dem Bild (B) dar. Die einzelnen

nadelförmigen Calciumcarbonatkristalle auf dieser Plättchenober�äche weisen verschiede-

ne Höhen und Durchmesser bzw. laterale Ausdehnungen auf. Die gelben Pfeile markieren

beispielhaft einige kleinere, dünnere Kristalle. Das Wachstum dieser Kristalle fand dort

eher vereinzelt statt. Im Gegensatz dazu kennzeichnet der grüne Pfeil mehrere eng neben-

einander entstandene Calciumcarbonatkristalle, die bei Fortführung des Wachstumsexpe-

riments vermutlich einen gröÿeren, einzelnen Kristall bilden würden. Zusätzlich be�ndet

sich etwa in der Mitte des im Bild (C) gezeigten Aragonitplättchens ein gröÿerer, eben-

falls nadelförmiger Kristall, der mit einem blauen Pfeil markiert ist. Dieser Kristall kann

entweder durch das Zusammenwachsen von mehreren kleineren, nadelartigen Kristallen

entstanden sein oder er ist dort gewachsen, wo sich ursprünglich eine Mineralbrücke, d. h.

eine kristalline Verbindung in vertikaler Richtung, zwischen den übereinanderliegenden

24932mm Durchmesser; Plano GmbH; Wetzlar, Deutschland
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Aragonitplättchen befand [4, 14]. Da hier die Aufnahmen der REM-Bilder unter einem

schrägen250 Winkel zwischen Probentisch und SE2-Detektor erfolgten und dadurch die

Höhen sowie die Durchmesser der einzelnen Kristalle aus den REM-Aufnahmen nur sehr

ungenau bestimmt werden können, sind auch hier keine Aussagen über das Aspektverhält-

nis der Kristallnadeln möglich.

Das Bild (D) zeigt denselben Probenbereich wie das Bild (F) aus der Abbildung 76.

Hier sind die verschiedenen Aragonitplättchen und deren Plättchenkanten sowie die auf

den Plättchenober�ächen gewachsenen Calciumcarbonatkristalle noch viel deutlicher sicht-

bar. An der Stelle, wo drei der Aragonitplättchen aufeinandertre�en, existiert eine gröÿere

Lücke (blaues Dreieck) [4]. Betrachtet man hier das obere, rechte Aragonitplättchen, so

kann man gut erkennen, dass die Calciumcarbonatkristalle fast homogen über einen Groÿ-

teil der Plättchenober�äche verteilt sind. Ebenso ist sichtbar, dass an den Plättchenkanten

wie erwartet auch viele Kristalle gewachsen sind, aber auf der linken Seite zwischen dem

Rand und der recht homogen bewachsenen Fläche ein Bereich mit wenig induziert ge-

wachsenen Kristallen existiert. Auf diesem Aragonitplättchen sind etwa 245±15 Calcium-

carbonatkristalle abzählbar. Die hier ermittelte Anzahl der Kristallnadeln stimmt sehr gut

mit der zuvor bei einem Neigungswinkel des Probentisches von 0 ° aus dem Bild (F) der

Abbildung 76 ermittelten Anzahl auf diesem Aragonitplättchen überein.

Die Bilder (E) und (F) der Abbildung 79 zeigen weitere Ober�ächenbereiche der Perl-

muttspalt�äche nach dem AFM-Wachstumsexperiment. Auf dem im Bild (E) dargestellten

Probenbereich fand das Wachstum der Calciumcarbonatkristalle auch verstärkt in den

Spalten zwischen den Aragonitplättchen (z. B. grüne Dreiecke) statt. Das Bild (F), das

die höchste Au�ösung besitzt, zeigt eine Nahaufnahme eines kleinen Teils eines einzelnen

Aragonitplättchens. Dort be�nden sich zwischen den markanten nadelartigen Calcium-

carbonatkristallen zusätzlich eher �ach wirkende kristalline Strukturen, von denen einige

mit weiÿen Dreiecken markiert sind. Bei diesen �achen kristallinen Strukturen handelt

es sich höchstwahrscheinlich um �nanoasperities�, d. h. Unebenheiten im Nanometerbe-

reich auf den groÿen, horizontalen Ober�ächen der Aragonitplättchen, die bei natürlichem

Wachstum entstanden sind [8, 77]. Zählt man nun im Bild (F) mit einer Scan�äche von

4 µm ·6 µm die Kristallnadeln, so erhält man etwa 170±15 Calciumcarbonatkristalle. Da-

raus ergab sich eine Ober�ächendichte von (7, 1± 0, 6) Calciumcarbonatnadeln pro µm2

[4]. Diese Ober�ächendichte stimmt im Rahmen der Fehler gut überein mit den ermittel-

ten Ober�ächendichten der Kristallnadeln auf den mit (1), (2) und (3) gekennzeichneten

Aragonitplättchen aus der Abbildung 78. Da hier zwischen den markanten nadelförmigen

250Die REM-Untersuchung erfolgte bei einem Neigungswinkel des Probentisches von 0 °, jedoch ist der
SE2-Detektor seitlich in schrägem Winkel zum Probentisch angebracht (siehe Abschnitt 3.2) [148].
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Kristallen auf der Plättchenober�äche recht viel Platz vorhanden ist und sehr viele eher

�ach wirkende kristalline Strukturen existieren, wird bei weiterem induzierten Wachstum

an diesen �nanoasperities� als Nukleationskeime eine höhere Ober�ächendichte entstehen.

In diesem Wachstumsexperiment konnte induziertes Wachstum von mehreren nadel-

förmigen Calciumcarbonatkristallen auf der frisch gespaltenen Perlmuttober�äche direkt

mit dem AFM beobachtet werden (siehe Abb. 72). Nach dem Wachstumsexperiment ge-

lang es, die Wachstumsgeschwindigkeiten der Kristalle (siehe Tab. 10) zu ermitteln. Das

Wachstum erfolgte vor allem im Bereich der Ränder bzw. Kanten der Aragonitplättchen

und in dem in der einen Plättchenober�äche vorhandenen Loch, das sich wahrscheinlich

in der Plättchenmitte befand. In diesem Loch bzw. der Vertiefung war vermutlich vor

Probenpräparation eine Mineralbrücke vorhanden [4]. Der im Loch entstandene Kristall

ist in den betrachteten Konzentrationen der CaCO3−Lösung mit deutlich höheren Ge-

schwindigkeiten gewachsen als die auf der restlichen Plättchenober�äche entstandenen

Calciumcarbonatkristalle. Dieser Kristall könnte bereits ein Ansatz für eine neue Mine-

ralbrücke sein. Diese Beobachtung unterstützt somit das Modell des Aragonitwachstums

über Mineralbrücken [4, 5]. Zusätzlich konnten nach dem AFM-Wachstumsexperiment die

gewachsenen Calciumcarbonatkristalle auch mit dem REM beobachtet und ihre markante

nadelartige Struktur nachgewiesen werden (siehe Abb. 76 bis 79). Ebenfalls gut in den

REM-Aufnahmen erkennbar ist, dass wie bereits beim AFM-Wachstumsexperiment be-

obachtet sehr viele nadelförmige Calciumcarbonatkristalle insbesondere im mittleren Be-

reich der jeweiligen Plättchenober�ächen und an den Plättchenkanten sowie in den Spal-

ten zwischen den Aragonitplättchen gewachsen sind. Da die auf den Plättchenober�ächen

vorhandenen nadelförmigen Kristalle o�enbar eine charakteristische Wachstumsgeometrie

der Aragonitkristalle zeigen, bestehen diese während des AFM-Wachstumsexperiments

entstandenen Kristalle auch aus dem Polymorph Aragonit. Darüber hinaus erfolgten bei-

spielhafte Ermittlungen der Ober�ächendichten, mit denen das Wachstum der Kristalle

auf den Plättchenober�ächen in verschiedenen Probenbereichen stattfand.

Die Calciumcarbonat- bzw. Aragonitkristalle sind tatsächlich an den bereits vor Durch-

führung der Wachstumsexperimente vermuteten Stellen auf den Aragonitplättchen (an den

Plättchenkanten und in der unmittelbaren Nähe der Plättchenkanten sowie im Bereich

der Plättchenmitte) gewachsen. Da das Wachstum der Kristalle vor allem in diesen Berei-

chen statt�ndet, müssen in der organischen Matrix, die die einzelnen Aragonitplättchen

bedeckt, Makromoleküle existieren, die dort die Entstehung der Kristalle fördern [5]. Ver-

mutlich begünstigen Carboxyl- und Sulfatgruppen sowie aragonitnukleierenden Proteine,

die in einem ringförmigen Bereich in der Plättchenmitte und im Bereich der intertabularen

Matrix (ITM) vorkommen, das Wachstum der Calciumcarbonat- bzw. Aragonitkristalle
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[5, 6]. Die in [6] von Bezares et al. durchgeführte Untersuchung ergab die genaue Vertei-

lung der verschiedenen Makromoleküle in der organischen Matrix, die jedoch aus Mee-

resschnecken der Art Haliotis rufescens präpariert wurde. Auch Nudelman et al. gelangen

in [82] der Nachweis einer vergleichbaren Verteilung der Makromoleküle in der organischen

Matrix des Cephalopoden Nautilus pompilius, der ebenfalls wie die Meeresschnecken (Ga-

stropoda) zum Stamm der Weichtiere (Mollusca) zählt. Da die hier zur Erzeugung der

Perlmuttspalt�ächen verwendeten Schneckenschalen von Meeresschnecken der Art Haliotis

tuberculata stammen, ist wahrscheinlich eine ähnliche Verteilung der Makromoleküle in der

organischen Matrix zu erwarten [5]. Allerdings müssen dazu noch detaillierte Untersuchun-

gen erfolgen.

5.4.3 Drittes Wachstumsexperiment auf einer Perlmuttspalt�äche

5.4.3.1 Aufnahme der AFM-Bildsequenz

Zur Überprüfung der beim vorangegangenen Wachstumsexperiment aufgestellten Behaup-

tung, dass das Wachstum der Calciumcarbonatkristalle vorzugsweise in der Nähe der Rän-

der bzw. Kanten einzelner Aragonitplättchen und im Bereich der Vertiefungen bzw. Löcher

in den Plättchenober�ächen statt�ndet, erfolgte die Durchführung von weiteren Wachs-

tumsexperimenten auf frisch gespaltenen Perlmuttober�ächen.

In diesem Abschnitt �ndet sich die Beschreibung eines weiteren Wachstumsexperi-

ments, das auf der zweiten in Abschnitt 5.3.1 voruntersuchten und charakterisierten frisch

präparierten Perlmuttspalt�äche aus der Abbildung 59 durchgeführt wurde. Das für die

Strukturuntersuchung und das Wachstumsexperiment verwendete Probestück wies eine

Gröÿe von etwa 2mm · 3mm auf. Wie bereits in Abschnitt 5.3.1 beschrieben, wurde die

Perlmuttspalt�äche aus der Schale einer Meeresschnecke gewonnen, während der Präpa-

rationsprozedur mit einer 0,9mM CaCO3−Lösung befeuchtet, mittels Zweikomponenten-
kleber in einer Petrischale mit Durchmesser von 35mm �xiert und nach dem Aufkleben

erneut mit der 0,9mM CaCO3−Lösung benetzt [4]. Nach Abbinden des Zweikomponenten-
klebers wurden 3ml derselben 0,9mM CaCO3−Lösung in die Petrischale pipettiert. Das

Abbilden der Probenober�äche erfolgte mit einer PeakForce-HiRs-F-A AFM-Sonde. Die

�touch�-Kalibrierung251 dieser AFM-Sonde lieferte eine Federkonstante von 0, 22 N
m

und

eine De�ektionssensitivität von (11, 5± 1, 8) nm
V
.

Die Untersuchung des Probestücks mit dem AFM (Strukturuntersuchung und Wachs-

tumsexperiment - siehe Abb. 59, 60 und 81) fand hier insgesamt über einen Zeitraum von

451 Minuten statt. Nach der Untersuchung der Ober�ächenstruktur wurden auch hier die
251Diese Kalibrierung erfolgte auf dem Boden einer weiteren Petrischale mit nur 3ml der 0,9mM

CaCO3−Lösung.
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Au�ösung und die Abtastrate so eingestellt, dass die Bildaufnahme etwa sechs Minuten

dauerte. Damit konnte das Abbilden des ausgewählten Probenbereichs nun während der

direkten Beobachtung des Kristallwachstums über einen Zeitraum von 310 Minuten er-

folgen, wobei die Aufnahmen der aufeinanderfolgenden Bilder in einem Zeitabstand von

jeweils sechs Minuten stattfanden. Dabei erfolgte die Beobachtung des Kristallwachstums

auf dem im Bild (A1) bzw. (A2) der Abbildung 59 dargestellten Probenbereich. Alle Bil-

der wurden bei Verwendung einer abbildenden Kraft von 200 pN, einer Abtastrate von

0,697Hz und einer Au�ösung von 256 x 256Pixel aufgenommen.

In der Abbildung 81 sind nun ausgewählte Bilder aus der mit dem AFM aufgenom-

menen Bildsequenz desselben Probenbereichs dargestellt. Dabei zeigen die Bilder (A) bis

(H) mit der Scan�äche von jeweils 2, 90 µm · 2, 90 µm den Probenbereich über 310 Minu-

ten. Jeweils oben (Bilder mit Index 1) sind die Höhensignale und jeweils unten (Bilder mit

Index 2) die Fehlersignale dargestellt.

Zu Beginn des Wachstumsexperiments (Bilder (A)) wurde die Perlmuttspalt�äche

ebenfalls in 3ml einer 0,9mM CaCO3−Lösung abgebildet. Das Bild (A1) bzw. (A2) zeigt

die Ober�äche eines einzelnen Aragonitplättchens mit den vorher beschriebenen kleinen,

natürlich gewachsenen, kristallinen Strukturen. Zudem sind eine Vertiefung bzw. ein Loch

und ein Teil einer Plättchenkante sehr gut erkennbar. Vermutlich bedeckt die organische

Matrix einen Groÿteil dieses Aragonitplättchens. Auf der Plättchenober�äche existieren

nämlich mehrere Bereiche, in denen o�ensichtlich noch organische Matrix vorhanden ist.

Die Abbildung 59 in Abschnitt 5.3.1 zeigte dieses Aragonitplättchen mit einer höheren

Au�ösung. Dort waren teilweise dünne, längere �lamentähnliche Strukturen beobacht-

bar. Da zunächst die Ober�ächenstruktur des Aragonitplättchens untersucht wurde, be-

fand sich die Probe bis zur Aufnahme der Bilder (A) bereits etwa 240 Minuten in der

0,9mM CaCO3−Lösung. Die Initiierung des Wachstums von Calciumcarbonatkristallen

auf der frisch gespaltenen Perlmuttober�äche während dieses Wachstumsexperiments er-

folgte durch das Einspülen de�nierter Volumina einer übersättigten 4mM CaCO3−Lösung.

Vor dem ersten Austausch wurde die 4mM CaCO3−Lösung, wie bei allen zuvor be-

schriebenen Wachstumsexperimenten, ebenfalls für 30 Minuten zum Temperieren neben

das AFM gestellt. Während der gesamten über den Zeitraum von 310 Minuten aufge-

nommenen Bildsequenz fanden nun vier Austausche der CaCO3−Lösungen statt. Dabei

wurde jeweils 1ml der CaCO3−Lösung aus der Petrischale entnommen und 1ml der 4mM
CaCO3−Lösung eingespült. Eine detaillierte Au�istung von Zeiträumen und Konzentra-

tionen �ndet sich in der Tabelle 12. Die Lösungsaustausche erfolgten direkt während des

Abbildens der Probenober�äche. Der erste Austausch (blaues Dreieck in der Abb. 81)

fand nur fünf Minuten nach der Aufnahme der Bilder (A) statt. Daher befand sich das
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Probestück über etwa 245 Minuten in der 0,9mM CaCO3−Lösung. Die Konzentration der
CaCO3−Lösung in der Petrischale betrug nach dem Austausch 1,9mM.

Nach jeweils einer Zeitspanne von etwa 70 Minuten wurden die drei weiteren Lösungs-

austausche durchgeführt (rotes, grünes und schwarzes Dreieck in der Abb. 81). Damit

wurden die folgenden Konzentrationen der CaCO3−Lösung in der Petrischale verwendet:

0,9mM bei den Bildern (A), 1,9mM bei den Bildern (B), 2,6mM bei den Bildern (C),

3,1mM bei den Bildern (D) und 3,4mM bei den Bildern (E) bis (H). Die Zeitspannen zwi-

schen den Bildern (A) bis (D) betragen jeweils 67 Minuten bis 73 Minuten. Die einzelnen

zwischen den Aufnahmen der gezeigten Bilder (E) bis (H) vergangenen Zeiträume wurden

für die Darstellung deutlich kürzer gewählt, da die Konzentration der CaCO3−Lösung
bereits 3,4mM betrug und somit die Höhen der Kristalle wesentlich schneller zunahmen

als bei den Bildern (A) bis (D), und liegen im Bereich von 19 Minuten bis 28 Minu-

ten. Die Probenober�äche wurde somit über 70 Minuten in der 1,9mM CaCO3−Lösung,
über 73 Minuten in der 2,6mM CaCO3−Lösung und über 70 Minuten in der 3,1mM

CaCO3−Lösung abgebildet.

Konzentration der
CaCO3−Lösung

Zeitraum der Probe in
der jeweiligen Lösung

Bilder

0,9mM 245 Minuten (A)
1,9mM 70 Minuten (B)
2,6mM 73 Minuten (C)
3,1mM 70 Minuten (D)
3,4mM 122 Minuten (E) bis (H)

Tabelle 12: Verwendete Konzentrationen der CaCO3−Lösung in der Petrischale und Zeit-
raum der Probe in der jeweiligen Lösung während des dritten in Abb. 81 dargestellten
Wachstumsexperiments auf einer frisch gespaltenen Perlmuttober�äche. Dort zeigen die
Bilder (A) bis (H) die Probenober�äche über einen Zeitraum von 310 Minuten. Das
Probestück befand sich vor dem ersten Austausch bereits 245 Minuten in der 0,9mM
CaCO3−Lösung.

Nach der Aufnahme der Bilder (H) wurde die Petrischale mit �xierter Probe aus

dem AFM ausgebaut, die CaCO3−Lösung aus der Petrischale entnommen, die Probe mit
Reinstwasser abgespült, restliche in der Petrischale vorhandene Flüssigkeit entfernt und

die Probe 14 Tage im Kühlraum bei 6 °C getrocknet [4]. Bis zum Abspülen befand sich die

Probe damit über eine Zeitspanne von 122 Minuten in der 3,4mM CaCO3−Lösung. Das
Abbilden der Probenober�äche in der 3,4mM CaCO3−Lösung erfolgte somit über 92 Mi-

nuten. Zum besseren Vergleich der verschiedenen durchgeführten Wachstumsexperimente

zeigt die Abbildung 80 wieder einen Zeitstrahl, der den genauen Verlauf des Wachstums-

experiments darstellt. Dort sind die verwendeten Konzentrationen der CaCO3−Lösung in
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der Petrischale, die Zeitpunkte der Lösungsaustausche, die Zeitpunkte der Aufnahmen

der einzelnen ausgewählten Bilder und die zwischen diesen Bildaufnahmen verstrichenen

Zeitspannen sowie die gesamte Laufzeit des Wachstumsexperiments angegeben.

Bei diesem Wachstumsexperiment gelang es, denselben Probenbereich ohne merkliche

Verschiebung stabil über die gesamten 310 Minuten abzubilden. Wie schon beim zweiten

Wachstumsexperiment auf einer Perlmuttspalt�äche beobachtet, fand das Wachstum hier

ebenfalls vor allem im näheren Bereich um die Kante des Aragonitplättchens (rote Pfeile

in der Abb. 81) und um das in der Plättchenober�äche ursprünglich vorhandene Loch

(grüne Pfeile in der Abb. 81) statt. Darüber hinaus erfolgte Kristallwachstum auch auf

der Plättchenober�äche zwischen Loch und Plättchenkante (weiÿe Pfeile in der Abb. 81).

Abbildung 80: Zeitstrahl des genauen Ablaufs beim dritten in Abb. 81 gezeigten Wachs-
tumsexperiment auf einer frisch präparierten Perlmuttspalt�äche. Angegeben sind die ver-
wendeten Konzentrationen der CaCO3−Lösung in der Petrischale, die Zeiträume zwischen
den Bildaufnahmen, die Zeitpunkte der Bildaufnahmen und der Lösungsaustausche sowie
die Gesamtlaufzeit des Wachstumsexperiments.
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Abbildung 81: Drittes Wachstumsexperiment: AFM-Beobachtung des induzierten Kris-
tallwachstums auf der frisch gespaltenen Perlmuttober�äche, deren Ober�ächenstruktur
in Abb. 59 charakterisiert wurde. Die ausgewählten Bilder (A) bis (H) mit der Scan�äche
von jeweils 2, 9 µm · 2, 9 µm stellen denselben Probenbereich über 310 Minuten dar. Bilder
mit Index 1 (jeweils oben) zeigen die Höhensignale und Bilder mit Index 2 (jeweils unten)
die Fehlersignale. Bei (A) befand sich die Probe in 3ml einer 0,9mM CaCO3−Lösung. Die
verschiedenfarbigen Dreiecke kennzeichnen die Austausche der CaCO3−Lösungen. Dabei
wurden jeweils 1ml der CaCO3−Lösung aus der Petrischale entfernt und 1ml einer über-
sättigten 4mM CaCO3−Lösung eingespült. Damit ergaben sich folgende Konzentrationen
der CaCO3−Lösung in der Petrischale: (A) 0,9mM, (B) 1,9mM, (C) 2,6mM, (D) 3,1mM
und (E) bis (H) 3,4mM. Die Zeiträume zwischen den Bildern betragen: (A) bis (D) jeweils
67min bis 73min und (D) bis (H) jeweils 19min bis 28min (siehe Abb. 80). Die Pfeile mar-
kieren beispielhaft CaCO3−Kristalle, die an verschiedenen Stellen auf der Plättchenober-
�äche (Kante, Vertiefung bzw. Loch, Bereich zwischen Kante und Loch) gewachsen sind.
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5.4.3.2 Dreidimensionale Rekonstruktionen der Höhenbilder

Die Abbildung 82 zeigt die dreidimensionalen Rekonstruktionen der in Abbildung 81

dargestellten Höhensignale (Bilder mit Index 1 und der Scan�äche von jeweils 2, 9 µm ·
2, 9 µm). Da erst ab dem Bild (F1) das Wachstum von Kristallen auf der Probenober�äche

deutlich sichtbar ist, wurden hier nun die 3D-Rekonstruktionen der Höhenbilder (E1) bis

(H1) dargestellt. Die Zeiträume zwischen den gezeigten dreidimensionalen Rekonstruk-

tionen (E) bis (F), (F) bis (G) und (G) bis (H) betragen demnach 28 Minuten, 25 Minuten

und 19 Minuten. Die Höhe wurde bei allen 3D-Rekonstruktionen jeweils genauso skaliert

wie in den Höhenbildern der Abbildung 81.

Abbildung 82: Dreidimensionale Rekonstruktionen der in Abb. 81 dargestellten Höhensi-
gnale (Bilder mit Index 1 und Scan�äche von jeweils 2, 9 µm · 2, 9 µm). Dabei wurden die
3D-Rekonstruktionen der Höhenbilder (E1) bis (H1) dargestellt. Die 3D-Rekonstruktionen
sind im Vergleich zu den Höhenbildern um einen Winkel von 15 ° nach rechts gedreht. Die
Konzentration der CaCO3−Lösung in der Petrischale betrug von (E) bis (H) 3,4mM.
Auf der Probenober�äche fand das Wachstum vieler CaCO3−Kristalle statt. Dabei sind
diese Kristalle an verschiedenen Stellen auf dem Aragonitplättchen, insbesondere an der
Plättchenkante (rote Pfeile) und im Bereich um das Loch bzw. die Vertiefung in der Plätt-
chenober�äche (grüne Pfeile), gewachsen. Auch im Bereich zwischen der Plättchenkante
und dem Loch erfolgte das Wachstum einiger Kristalle (weiÿe Pfeile). Die verschiedenfar-
bigen Pfeile markieren beispielhaft Kristalle, deren Höhen im Verlauf der Bilder (E) bis
(H) deutlich zunahmen.
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In den dreidimensionalen Rekonstruktionen ist noch viel besser erkennbar, dass auf

der Ober�äche des betrachteten Aragonitplättchens das Wachstum von mehreren Cal-

ciumcarbonatkristallen erfolgte. Bei Betrachtung der Bilder (E) bis (H) fällt auf, dass

ab dem Bild (F) zunächst einige kleinere Calciumcarbonatkristalle im Bereich um das in

der Plättchenober�äche auftretende Loch gewachsen sind. Der grüne Pfeil markiert dort

beispielhaft einen solchen Kristall. Als die Aufnahme des Bildes (F) erfolgte, befand sich

die Perlmuttspalt�äche schon 48 Minuten in der 3,4mM CaCO3−Lösung. Im weiteren

Verlauf des Wachstumsexperiments in den Bildern (G) und (H) sind in diesem Bereich

sehr viele weitere Kristalle gewachsen. Ab dem Bild (G) fand auch an der Kante des

Aragonitplättchens das Wachstum mehrerer Calciumcarbonatkristalle statt (rote Pfeile).

Das Wachstum der Kristalle, die an der Plättchenkante und um das Loch bzw. die

Vertiefung herum entstanden sind, erfolgte anscheinend mit etwa den gleichen Geschwin-

digkeiten, da die Höhenänderungen dieser Kristalle in demselben Zeitraum etwa gleich

groÿ sind. Die auf der Plättchenober�äche zwischen Randbereich und Loch gewachsenen

Kristalle (weiÿe Pfeile) weisen im Gegensatz dazu am Ende des Wachstumsexperiments

(Bild (H)) geringere Höhen auf. Somit sollten die im nachfolgenden Abschnitt berechneten

Wachstumsgeschwindigkeiten dieser Kristalle geringer sein als die Wachstumsgeschwindig-

keiten der an der Plättchenkante und im Bereich um das Loch entstandenen Kristalle.

5.4.3.3 Bestimmung der Wachstumsgeschwindigkeiten

Wie bereits bei dem zweiten Wachstumsexperiment auf einer ��at pearl�-Ober�äche und

den zwei zuvor beschriebenen Wachstumsexperimenten auf frisch gespaltenen Perlmutt-

ober�ächen erfolgte auch hier die Berechnung der Geschwindigkeiten, mit der die Höhen

der verschiedenen auf der Plättchenober�äche entstandenen Calciumcarbonatkristalle in

de�nierten Zeitspannen zunahmen. Die Wachstumsgeschwindigkeiten wurden für 20 Kris-

talle in der 3,4mM CaCO3−Lösung über einen Zeitraum von 85 Minuten ermittelt. Dafür

fanden ein Höhenbild, dessen Aufnahme nur sieben Minuten nach dem vierten Lösungs-

austausch (458. Minute) erfolgte, und das Höhenbild (H1, 550. Minute) aus der Abbildung

81 Verwendung. In den anderen Konzentrationen der CaCO3−Lösung in der Petrischale

(1,9mM, 2,6mM und 3,1mM) konnte kein Kristallwachstum auf der Ober�äche des mit

dem AFM abgebildeten Aragonitplättchens beobachtet werden. Die verschiedenfarbigen

Pfeile in der Abbildung 83 markieren die zu vermessenden Kristalle, die dort zusätzlich

fortlaufend mit (1) bis (20) nummeriert wurden. Dabei kennzeichnen die roten Pfeile an

der Plättchenkante gewachsene Kristalle und die grünen Pfeile im Bereich um das in der

Plättchenober�äche ursprünglich vorhandene Loch entstandene Kristalle. Die weiÿen Pfeile

markieren Kristalle, deren Wachstum auf der Ober�äche des Aragonitplättchens zwischen
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Plättchenkante und Loch bzw. Vertiefung stattfand.

Zur Bestimmung der Wachstumsgeschwindigkeiten erfolgte, wie zuvor in den Abschnit-

ten 5.2.2.3 und 5.4.1.4 genau beschrieben, zunächst jeweils die Ermittlung der Höhenän-

derung4h = 4h2−4h1 eines Calciumcarbonatkristalls in einem de�nierten Zeitraum ∆t

mit Hilfe von zwei Höhenpro�len. Die Höhenpro�le wurden dabei aus zwei, im Zeitabstand

von ∆t aufgenommenen, Höhenbildern ermittelt. Anschlieÿend erfolgte die Berechnung der

Wachstumsgeschwindigkeiten v der Kristalle gemäÿ der Formel v = 4h
4t . Die Fehler der er-

mittelten Wachstumsgeschwindigkeiten wurden ebenfalls entsprechend der in Abschnitten

5.2.2.3 und 5.4.1.4 detailliert beschriebenen Methode berechnet. Dabei ergaben sich die

relativen Fehler der Wachstumsgeschwindigkeiten jeweils aus Addition der relativen Fehler

der Höhenänderung 4h und der Zeitspanne 4t . Die einzelnen Höhendi�erenzen 4h1 und
4h2 konnten hier jeweils nur mit einer Genauigkeit von ±10 nm aus den Höhenpro�len

abgelesen werden, da es schwer war, genau dieselben Stellen auf der Probenober�äche

in den nach unterschiedlichen Zeiträumen aufgezeichneten Höhenbildern wiederzu�nden.

Aufgrund der anschlieÿenden Di�erenzbildung ergab sich für die Höhenänderungen ein

Fehler von ±20 nm. Für die Zeitdi�erenz ∆t zwischen den Bildaufnahmen wurde wieder

ein Fehler von ±2min bzw. von ±120 s angenommen.

Abbildung 83: Zur Ermittlung der Wachstums-
geschwindigkeiten ausgewählte CaCO3−Kristalle.
Gezeigt ist das AFM-Höhenbild (H1) aus Abb. 81.
Die einzelnen, zu vermessenden Kristalle sind mit
verschiedenfarbigen Pfeilen gekennzeichnet und mit
(1) bis (20) nummeriert. Die zu den Kristallen er-
mittelten Wachstumsgeschwindigkeiten �nden sich
in Tabelle 13.

Die berechneten Wachstumsgeschwindigkeiten der betrachteten Calciumcarbonatkris-

talle in der Einheit 10−2 nm
s

�nden sich in der Tabelle 13. Die Tabelle 22 im Anhang in

Abschnitt 10.5 zeigt die ermittelten Wachstumsgeschwindigkeiten zusätzlich in der Einheit
nm
min

. Die Wachstumsgeschwindigkeiten sind dort in den gleichen Farben, mit denen die

Kennzeichnung der Kristalle in der Abbildung 83 erfolgte, hervorgehoben. Wie aus der

Tabelle 13 ersichtlich und in der Abbildung 81 beobachtbar ist, erfolgte das Wachstum

von den meisten der nah an der Plättchenkante entstandenen Kristalle (rote Pfeile) und

von vielen der im Bereich um das in der Plättchenober�äche ursprünglich vorhandene Loch

entstandenen Kristalle (grüne Pfeile) im betrachteten Zeitraum von 85 Minuten zwischen
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dem vierten Lösungsaustausch bis zum Höhenbild (H1) schneller als das Wachstum der

Kristalle auf der restlichen in den Bildern sichtbaren Plättchenober�äche. Dabei sind im

Bereich um das Loch bzw. die Vertiefung in der Plättchenober�äche auch wesentlich mehr

Kristalle gewachsen als auf der Plättchenober�äche zwischen Randbereich und Loch.

Wachstumsgeschwindigkeiten in 10−2 nm
s

bei der Konzentration von 3,4mM über
den Zeitraum von 85min (kurz nach dem
vierten Austausch bis zum Bild (H1))

Calciumcar-
bonatkristall

(1) 2, 6± 0, 3
(2) 2, 7± 0, 3
(3) 1, 8± 0, 2
(4) 2, 5± 0, 3
(5) 2, 5± 0, 3
(6) 2, 5± 0, 3
(7) 1, 0± 0, 2
(8) 1, 0± 0, 2
(9) 1, 8± 0, 2
(10) 1, 9± 0, 2
(11) 1, 5± 0, 2
(12) 1, 5± 0, 2
(13) 2, 0± 0, 2
(14) 2, 1± 0, 3
(15) 2, 1± 0, 3
(16) 2, 8± 0, 3
(17) 3, 7± 0, 3
(18) 2, 8± 0, 3
(19) 2, 4± 0, 3
(20) 2, 6± 0, 3

Tabelle 13: Aus den AFM-Höhenbildern der Abb. 81 berechnete Wachstumsgeschwindig-
keiten in 10−2 nm

s
von 20 verschiedenen CaCO3−Kristallen in der verwendeten Konzentra-

tion der CaCO3−Lösung in der Petrischale von 3,4mM. Die Ermittlung der Wachstums-
geschwindigkeiten erfolgte erst ab dem Bild (E1), da von den Bildern (A1) bis (D1) kein
Kristallwachstum auf der Probenober�äche beobachtbar ist.

5.4.3.4 Ergänzende Charakterisierung der Perlmuttspalt�äche nach dem AFM-

Wachstumsexperiment mittels REM

Die Vorbereitung der Perlmuttspalt�äche nach dem AFM-Wachstumsexperiment für die

anschlieÿende REM-Untersuchung fand ebenfalls gemäÿ der in Abschnitt 4.5 geschilderten

Prozedur statt. Nach dem AFM-Wachstumsexperiment wurde die Petrischale mit Probe



210

aus dem AFM ausgebaut, die CaCO3−Lösung aus der Petrischale entfernt, die Probe

mit Reinstwasser abgespült, restliche in der Petrischale vorhandene Flüssigkeit entfernt

und die Probe 14 Tage im Kühlraum bei 6 °C getrocknet [4]. Nach der Trocknung der

Probe erfolgte das Entfernen des Petrischalenrandes und anschlieÿend die Fixierung des

übriggebliebenen Petrischalenbodens mit aufgeklebter Probe auf einem Probenteller252

mit Hilfe eines Haftaufklebers253. Der Petrischalenboden wurde danach zusätzlich mit

leitfähigem, kupferbeschichtetem Klebeband254 kontaktiert. Für diese REM-Untersuchung

wurde die Probe ebenfalls nicht leitfähig beschichtet [4].

Die Abbildung 84 zeigt REM-Aufnahmen der Perlmuttspalt�äche, die zuvor bereits

über einen Zeitraum von insgesamt 451 Minuten mit dem AFM (Strukturuntersuchung und

Wachstumsexperiment) abgebildet wurde. Hier sind mehrere ausgewählte Ober�ächen-

bereiche mit unterschiedlichen Scan�ächen von 28 µm · 38 µm beim Bild (A), von 12 µm ·
16 µm beim Bild (B), von 6 µm · 7 µm beim Bild (C), von 15 µm · 20 µm beim Bild (D), von

6 µm · 8 µm beim Bild (E) und von 16 µm · 21 µm beim Bild (F) gezeigt. Alle Bilder wurden

mit dem SE2-Detektor255 aufgenommen, wobei eine Beschleunigungsspannung von 1,25 kV,

ein Aperturblendendurchmesser von 30µm sowie Neigungswinkel des Probentisches von

26,5 ° beim Bild (A) und von 28,7 ° bei den Bildern (B) bis (F) Verwendung fanden [4].

In allen Bildern sind deutlichst die einzelnen polygonal geformten Aragonitplättchen,

welche die übereinanderliegenden Schichten mit jeweils einer Höhe von etwa 500 nm bilden,

sowie deren versetzte Anordnung (�brick and mortar�-Struktur) zu erkennen [4, 5]. Das

Bild (A) zeigt viele dieser übereinander angeordneten Aragonitschichten. Bereits im Bild

(B) ist beobachtbar, dass insbesondere jeweils in der Mitte der einzelnen Aragonitplättchen

viele Calciumcarbonatkristalle mit einer hohen Ober�ächendichte auftreten. Das Bild (C)

zeigt den im Bild (B) grün markierten Bereich in einer höheren Vergröÿerung. Dort ist

noch besser zu sehen, dass die Kristalle, wie in den entsprechenden AFM-Aufnahmen

bereits beobachtet, verstärkt in den Plättchenmitten und an den Rändern bzw. Kanten

der einzelnen Aragonitplättchen sowie in den Spalten zwischen den Plättchen gewachsen

sind. Zur Veranschaulichung markieren die roten Pfeile im Bild (C) einige an den Kanten

nebeneinanderliegender Aragonitplättchen gewachsene Kristalle und der blaue Pfeil die in

der Mitte auf einem der Aragonitplättchen entstandene Kristalle. Zur besseren Sichtbarkeit

sind zusätzlich die Plättchenkanten der nebeneinanderliegenden Aragonitplättchen in der

unteren Schicht gelb nachgezeichnet. Dort sind jeweils zwischen dem Randbereich eines

Aragonitplättchens und der Plättchenmitte nur wenige Kristalle vorhanden. Die Bilder (D)

25232mm Durchmesser, rund; Plano GmbH; Wetzlar, Deutschland
25325mm Durchmesser, elektrisch leitfähig; Plano GmbH; Wetzlar, Deutschland
2546,4mm Breite, einseitig klebend; Plano GmbH; Wetzlar, Deutschland
255siehe Abschnitt 3.2
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bis (F) zeigen weitere unterschiedliche Probenbereiche dieser Perlmuttspalt�äche. Dabei

ist der im Bild (D) rot hervorgehobene Bereich im Bild (E) vergröÿert dargestellt. In den

Bildern (D) bis (F) sind ebenfalls viele Kristalle jeweils mit einer hohen Ober�ächendichte

in der Mitte der Aragonitplättchen gewachsen (blaue Pfeile). Die Ober�ächendichten der

Calciumcarbonatkristalle in den Plättchenmitten konnten hier allerdings nicht ermittelt

werden, da die Au�ösung der REM-Aufnahmen für eine Auszählung der einzelnen Kristalle

nicht ausreichte.

Die Calciumcarbonatkristalle sind hier wieder, wie bereits beim zweiten Wachstums-

experiment auf einer Perlmuttspalt�äche (siehe Abb. 72 bis 79) beobachtet, hauptsächlich

an den zuvor vermuteten Stellen � Kanten bzw. Ränder und Mitten � auf den Aragonit-

plättchen gewachsen.

In diesem Wachstumsexperiment konnte ebenfalls das induzierte Wachstum von nadel-

förmigen Calciumcarbonatkristallen auf der frisch gespaltenen Perlmuttober�äche direkt

mit dem AFM beobachtet werden (siehe Abb. 81). Ebenso gelang es, die Wachstums-

geschwindigkeiten dieser Calciumcarbonatkristalle (siehe Tab. 13) zu ermitteln und die auf

den Aragonitplättchen induziert gewachsenen Kristalle nach dem AFM-Wachstumsexpe-

riment mit dem REM (siehe Abb. 84) zu charakterisieren. Wie bereits beim zweiten, auf

einer Perlmuttspalt�äche durchgeführten Wachstumsexperiment beobachtet, erfolgte das

Wachstum der Calciumcarbonatkristalle hier wieder insbesondere in den Plättchenmitten

und an bzw. in der Nähe der Plättchenkanten sowie nur vereinzelt zwischen Plättchenmit-

te und Randbereich der Aragonitplättchen. Dabei sind die Kristalle in der Mitte und am

Rand des betrachteten Aragonitplättchens während des AFM-Wachstumsexperiments mit

höheren Geschwindigkeiten gewachsen als die anderen Kristalle.

Wie bereits beim zweiten Wachstumsexperiment diskutiert, sind vermutlich verschie-

dene Makromoleküle � Carboxyl- und Sulfatgruppen sowie aragonitnukleierende Proteine

� in der organischen Matrix für das verstärkte Wachstum der Calciumcarbonatkristalle

in den Plättchenmitten und an den bzw. in der Nähe der Plättchenkanten verantwortlich

[5, 6]. Die Beobachtung, dass viele Calciumcarbonatkristalle in der Mitte der Aragonit-

plättchen, vermutlich durch die dort vorhandenen Löcher, gewachsen sind, unterstützt

auch das Modell des Aragonitwachstums über Mineralbrücken. Mineralbrücken sind kris-

talline Verbindungen mit einem Durchmesser von etwa 30 nm und einer Höhe256 von etwa

30 nm bis 50 nm, die sich in vertikaler Richtung zwischen zwei übereinanderliegenden Ara-

gonitplättchen ausbilden können [14, 18]. Diese Mineralbrücken geben beim Wachstum

des Aragonits die Kristallorientierung an das neu entstehende, darüberliegende Aragonit-

plättchen weiter [5, 14].

256Die Höhe der Mineralbrücken entspricht der Schichtdicke der interlamellaren Matrix [1, 18].
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Abbildung 84: REM-Aufnahmen unterschiedlicher, ausgewählter Bereiche der ursprünglich
frisch gespaltenen Perlmuttober�äche nach dem AFM-Wachstumsexperiment (siehe Abb.
81). Scan�ächen: (A) 28 µm · 38 µm, (B) 12 µm · 16 µm, (C) 6 µm · 7 µm, (D) 15 µm · 20 µm,
(E) 6 µm · 8 µm und (F) 16 µm · 21 µm; Neigungswinkel des Probentisches: (A) 26,5 ° und
(B) bis (F) 28,7 °. Der grün markierte Bereich aus (B) ist in (C) und der rot hervorgeho-
bene Bereich aus (D) ist in (E) entsprechend vergröÿert dargestellt. Auf den Ober�ächen
der einzelnen Aragonitplättchen sind die nadelförmigen CaCO3−Kristalle jeweils verstärkt
in der Mitte (grüne Pfeile in (A) und blaue Pfeile in (C), (E) und (F)) und in der Nähe des
Randes bzw. der Kante (rote Pfeile in (C)) gewachsen. Die gut sichtbaren Ränder bzw.
Kanten einiger Aragonitplättchen sind in (C) zusätzlich gelb hervorgehoben.
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5.4.4 Weitere Wachstumsexperimente auf Perlmuttspalt�ächen

In diesem Abschnitt sind die Ergebnisse drei weiterer Wachstumsexperimente auf verschie-

denen frisch gespaltenen Perlmuttober�ächen zusammengefasst. Die Präparationen der

Probestücke fanden ebenfalls gemäÿ der in Abschnitt 4.2.3 detailliert beschriebenen Prä-

parationsprozedur statt. Dazu wurde jeweils die Perlmuttspalt�äche durch Hammerschläge

aus einer Schneckenschale erzeugt, während der Präparationsprozedur mit einem Tröpf-

chen einer 0,9mM oder 1mM CaCO3−Lösung befeuchtet, mittels Zweikomponentenkle-

ber in einer Petrischale mit Durchmesser von 35mm �xiert und nach dem Aufkleben

erneut mit der 0,9mM bzw. 1mM CaCO3−Lösung benetzt sowie nach Abbinden des Zwei-
komponentenklebers ein Volumen von 3ml der für die Befeuchtung der Probenober�äche

verwendeten CaCO3−Lösung in die Petrischale hinzugefügt [4]. Die Gröÿe der für diese

AFM-Wachstumsexperimente genutzten Probestücke betrug jeweils etwa 3mm · 3mm.

Vor dem Probeneinbau erfolgte, wie bei allen zuvor beschriebenen AFM-Untersuchungen

(Strukturuntersuchungen und Wachstumsexperimente), immer die Kalibrierung der AFM-

Sonde. Während der AFM-Experimente wurde das Wachstum von Calciumcarbonatkris-

tallen auf den jeweiligen Probenober�ächen wieder durch das Einspülen höher übersättig-

ter CaCO3−Lösungen verschiedener Konzentrationen initiiert.

Viertes Wachstumsexperiment - Wachstum an den Plättchenkanten und in den

Spalten zwischen den Aragonitplättchen

Die Abbildungen 85 und 86 zeigen zum Vergleich AFM-Aufnahmen desselben Pro-

benbereichs einer frisch gespaltenen Perlmuttober�äche vor und nach der Initiierung des

Kristallwachstums durch mehrfaches Einspülen einer höher übersättigten CaCO3−Lösung.
Während des gesamten Wachstumsexperiments erfolgte die kontinuierliche Aufnahme von

Kraftkarten257 des untersuchten Probenbereichs, um Informationen über die Bedeckung

der Aragonitplättchen mit organischer Matrix zu erhalten. Zeitgleich mit der Aufnah-

me einer Kraftkarte wurde hier nur das Höhenbild des Probenbereichs mit der niedrigen

Au�ösung von 64 x 64Pixel aufgezeichnet. Die Aufnahmen der Höhenbilder und der Kraft-

karten erfolgten mit einer PeakForce-HiRs-F-A AFM-Sonde über einen Gesamtzeitraum

von 346 Minuten. Aus den Kraftkarten konnten allerdings kaum aussagekräftigen Daten

bzw. Informationen gewonnen werden. Somit gelang die Untersuchung der mechanischen

Eigenschaften dieser Perlmuttspalt�äche nicht. Auch in weiteren AFM-Untersuchungen

stellte sich heraus, dass die PeakForce-HiRs-F-A AFM-Sonden nicht für die Aufnahmen

von Kraftkarten auf den Perlmuttspalt�ächen geeignet sind. Die Abbildungen 85 und 86

257englisch: force maps; Erklärung siehe Abschnitt 3.1
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zeigen daher jeweils nur die aufgenommenen Höhensignale des untersuchten Probenbe-

reichs mit der Au�ösung von 64 x 64Pixel vor und nach dem Kristallwachstum. Alle Bil-

der wurden mit einer abbildenden Kraft von 200 pN und einer Abtastrate von 0,697Hz

aufgenommen.

Während der gesamten Präparationsprozedur der Perlmuttspalt�äche und zum Ab-

bilden der Probenober�äche am Anfang des Wachstumsexperiments wurde eine 1mM

CaCO3−Lösung verwendet. Die vor Probeneinbau durchgeführte �touch�-Kalibrierung der
AFM-Sonde ergab eine De�ektionssensitivität von (11, 6± 1, 1) nm

V
und eine Federkonstan-

te von 0, 14 N
m
. Diese Kalibrierung erfolgte wieder auf dem Boden einer weiteren Petrischale,

in der sich nur 3ml der 1mM CaCO3−Lösung und keine Probe befanden.

Abbildung 85: AFM-Aufnahmen der Ober�äche einer frisch präparierten Perlmuttspalt-
�äche in 3ml einer 1mM CaCO3−Lösung. Scan�ächen: (A) 5, 0 µm · 5, 0 µm und (B)
2, 0 µm · 2, 0 µm. Hier sind nur die Höhensignale (Bilder mit Index 1) dargestellt. Die
Aufnahmen dieser Höhenbilder erfolgten nur mit der geringen Au�ösung von 64 x 64Pixel.
In (A) sind deutlich einzelne Aragonitplättchen (schwarzer, roter und blauer Pfeil sowie
weiÿe Pfeile) sichtbar, die sich in vier übereinander angeordneten Schichten be�nden. Zwi-
schen den nebeneinanderliegenden, bereits teilweise zusammenstoÿenden Aragonitplätt-
chen (weiÿe Pfeile) in der untersten Schicht ist eine gröÿere Lücke bzw. ein Spalt (grüner
Pfeil) beobachtbar. (B) zeigt den in (A) blau markierten Bereich entsprechend vergröÿert.
Dort sind die Kanten der zwei unteren, mit weiÿen Pfeilen gekennzeichneten Aragonit-
plättchen und des darüberliegenden, mit blauem Pfeil markierten Plättchens sowie der
Spalt (grüner Pfeil) zwischen den zwei unteren Aragonitplättchen deutlicher erkennbar.
Der in (B) dargestellte Bereich der Probenober�äche wurde für die Beobachtung des Kris-
tallwachstums ausgewählt.

Die AFM-Aufnahmen in der Abbildung 85 mit den zwei Scan�ächen von 5, 0 µm ·
5, 0 µm beim Bild (A1) und von 2, 0 µm · 2, 0 µm beim Bild (B1) zeigen nun die Ober-

�äche der frisch präparierten Perlmuttspalt�äche zu Beginn des Wachstumsexperiments

in der 1mM CaCO3−Lösung. Im Bild (A1) sind deutlich vier der typischen übereinan-
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derliegenden Schichten erkennbar, die jeweils aus vielen einzelnen polygonalen und in

horizontaler Richtung durch die intertabulare Matrix (ITM) voneinander getrennten Ara-

gonitplättchen bestehen [4, 5]. Der schwarze, rote und blaue Pfeil sowie die weiÿen Pfeile

markieren Aragonitplättchen, die in mehreren verschiedenen Schichten liegen. In der hier

dargestellten untersten Schicht sind zwei Aragonitplättchen, die bereits teilweise zusam-

menstoÿen, sichtbar (weiÿe Pfeile). Zwischen diesen beiden direkt nebeneinanderliegenden

Aragonitplättchen existiert jedoch auch eine gröÿere Lücke bzw. ein Spalt (grüner Pfeil).

Das Bild (B1) zeigt den im Bild (A1) blau hervorgehobenen Bereich, in dem sich der

schon beobachtete Spalt be�ndet, entsprechend vergröÿert. Dieser Probenbereich wurde

für das Wachstumsexperiment ausgewählt, da dort sowohl die Kanten der zwei unteren

Plättchen und des darüber angeordneten Aragonitplättchens als auch der Spalt zwischen

den nebeneinanderliegenden Aragonitplättchen in der unteren Schicht gut erkennbar sind.

Zusätzlich sind die dreidimensionalen Rekonstruktionen (3D-Rekonstruktionen) der hier

dargestellten Höhensignale (A1) und (B1) in derAbbildung 106 im Anhang in Abschnitt

10.5 zu �nden.

Das Abbilden des ausgewählten Probenbereichs erfolgte während des Wachstumsex-

periments (Bilder (A) bis (C), siehe Abb. 85 und 86) über einen Zeitraum von 134

Minuten. Während dieser Zeitspanne wurden zweimal jeweils 1ml einer übersättigten

CaCO3−Lösung, die eine Konzentration von 4mM aufwies, gegen 1ml der CaCO3−Lösung
aus der Petrischale ausgetauscht. Vor dem ersten Lösungsaustausch befand sich das Pro-

bestück bereits 262 Minuten in 3ml der 1mM CaCO3−Lösung.

Konzentration der
CaCO3−Lösung

Zeitraum der Probe in
der jeweiligen Lösung

Bilder

1,0mM 262 Minuten (A) bis (B)
2,0mM 36 Minuten -
2,7mM 152 Minuten (C)

Tabelle 14: Verwendete Konzentrationen der CaCO3−Lösung in der Petrischale und Zeit-
raum der Probe in der jeweiligen Lösung während des in Abb. 85 und 86 gezeigten Wachs-
tumsexperiments auf einer frisch gespaltenen Perlmuttober�äche. Das Bild (B) zeigt den
ausgewählten Probenbereich vor dem zweifachen Einspülen der 4mM CaCO3−Lösung und
das Bild (C) denselben Probenbereich nach Initiierung des Kristallwachstums. Die Probe
befand sich vor dem ersten Austausch bereits 262 Minuten in der 1mM CaCO3−Lösung.

Zum besseren Vergleich mit allen bereits durchgeführten Wachstumsexperimenten sind

die Konzentrationen der CaCO3−Lösung in der Petrischale und die Zeiträume, in der

sich die Probe in der jeweiligen Lösung befand, in der Tabelle 14 aufgelistet. Zusätzlich

zeigt dieAbbildung 107 im Anhang in Abschnitt 10.5 wieder einen Zeitstrahl, der den de-
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taillierten Ablauf dieses Wachstumsexperiments darstellt. Dort sind die Konzentrationen

der CaCO3−Lösung in der Petrischale, die Zeitpunkte der Bildaufnahmen und der Lö-

sungsaustausche, die gesamte Laufzeit des Wachstumsexperiments sowie die Zeitabstände

zwischen den Aufnahmen der gezeigten Bilder angegeben.

Abbildung 86: AFM-Aufnahmen des bereits im Bild (B1) der Abb. 85 gezeigten Proben-
bereichs der untersuchten Perlmuttspalt�äche vor und nach Initiierung des Kristallwachs-
tums. Scan�ächen: (B) 2, 0 µm · 2, 0 µm und (C) 2, 0 µm · 2, 0 µm. Hier sind wieder nur
die Höhensignale (Bilder mit Index 1) mit der Au�ösung von 64 x 64Pixel dargestellt. (B)
und (C) zeigen nahezu denselben Probenbereich zu verschiedenen Zeitpunkten. (B) stellt
die Probenober�äche in 3ml der 1mM CaCO3−Lösung vor Initiierung des Kristallwachs-
tums dar. Dort sind die Kanten der zwei unteren Plättchen und des darüberliegenden
Plättchens sowie die Lücke bzw. der Spalt (grüner Pfeil) zwischen den in der unteren
Schicht nebeneinanderliegenden Aragonitplättchen deutlich erkennbar. (C) zeigt diesen
Ober�ächenbereich nach einem Zeitraum von 127 Minuten. Während dieser Zeitspanne
wurden zweimal jeweils 1ml der CaCO3−Lösung aus der Petrischale gegen 1ml einer hö-
her übersättigten 4mM CaCO3−Lösung ausgetauscht (Details siehe Abb. 107). Bis zur
Aufnahme des Bildes (C) hat sich der abgebildete Probenbereich etwas verschoben.
Das Calciumcarbonat ist insbesondere im Bereich des vor dem induzierten Kristallwachs-
tum vorhandenen Spalts zwischen den unteren beiden Aragonitplättchen und an den Kan-
ten der einzelnen Aragonitplättchen gewachsen (blaue und rote Dreiecke).

Die Abbildung 86 zeigt nun den im Bild (B1) der Abbildung 85 dargestellten Pro-

benbereich mit der Scan�äche von 2, 0 µm·2, 0 µm auf der linken Seite (Bild (B1)) nochmal

in 3ml der 1mM CaCO3−Lösung und auf der rechten Seite (Bild (C1)) nach dem zwei-

fachen Einspülen der übersättigten 4mM CaCO3−Lösung. Um den Probenbereich vor

und nach dem Kristallwachstum miteinander vergleichen zu können, wurde die Höhe bei

beiden Bildern gleich skaliert. Bis zur Aufnahme des Bildes (C1) hat sich der abgebildete

Probenbereich etwas verschoben, sodass dort nur noch die zwei in der unteren Schicht

vorhandenen und direkt nebeneinanderliegenden Aragonitplättchen erkennbar sind. Die
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dreidimensionalen Rekonstruktionen der in Abbildung 86 dargestellten Höhensignale sind

zusätzlich in der Abbildung 108 im Anhang in Abschnitt 10.5 gezeigt. Darüber hinaus

wurde derselbe Probenbereich der Perlmuttspalt�äche nach der Aufnahme des Bildes (C1)

nochmal mit der deutlich höheren Au�ösung von 256 x 256Pixel untersucht. Die Abbil-

dung 109, die ebenfalls im Anhang in Abschnitt 10.5 zu �nden ist, zeigt die AFM-

Aufnahmen des untersuchten Probenbereichs mit der höheren Au�ösung.

Das Wachstum des Calciumcarbonats erfolgte hier vor allem an den Plättchenkanten

und in dem vor Einspülen der übersättigten CaCO3−Lösung vorhandenen Spalt zwischen

den unteren beiden nebeneinanderliegenden Aragonitplättchen. Vermutlich sind ebenfalls

mehrere Calciumcarbonatkristalle auf den einzelnen Plättchenober�ächen gewachsen, je-

doch reicht die Au�ösung der aufgenommenen Bilder hier nicht aus, um diese Kristalle

genauer zu erkennen.

Fünftes Wachstumsexperiment - Entstehung der Calciumcarbonatkristalle auf

den Aragonitplättchen in gleicher lateraler Richtung

Die Durchführung eines weiteren Wachstumsexperiments erfolgte auf dem in den Bil-

dern (A) der Abbildung 87 gezeigten Probenbereich einer frisch gespaltenen Perlmutt-

ober�äche. Dort sind die Ober�ächen von zwei Aragonitplättchen erkennbar, die � wie

vom Perlmuttaufbau her zu erwarten � zueinander versetzt in zwei übereinanderliegenden

Schichten angeordnet sind. Das Abbilden dieses Probenbereichs (Bilder (A)) erfolgte zu-

nächst noch in den 3ml der 0,9mM CaCO3−Lösung, die nach der Probenpräparation in

die Petrischale pipettiert wurden. Vor der Aufnahme der Bilder (A) wurde die Ober�ä-

chenstruktur der frisch gespaltenen Perlmuttober�äche genauer untersucht. Für die Struk-

turuntersuchung und das Wachstumsexperiment wurde eine ScanAsyst-Air AFM-Sonde

verwendet, deren vor Probeneinbau durchgeführte �touch�-Kalibrierung eine De�ektions-

sensitivität von (35, 0± 2, 6) nm
V

und eine Federkonstante von 0, 30 N
m
lieferte.

Nachdem das Abbilden des in den Bildern (A) gezeigten Probenbereichs stabil über

einen Zeitraum von etwa 30 Minuten gelang, wurde die Au�ösung und die Abtastrate

so eingestellt, dass die Aufnahme des ausgewählten Probenbereichs etwa sechs Minuten

dauerte. Somit konnten während dieses Wachstumsexperiments die aufeinanderfolgenden

Bilder in einem Zeitabstand von jeweils sechs Minuten aufgenommen werden. Das Abbilden

der Probenober�äche erfolgte bei Verwendung einer Kraft von 700 pN, einer Abtastrate

von 0,901Hz und einer Au�ösung von 256 x 256Pixel. Die Untersuchung des Probestücks

mit dem AFM (Strukturuntersuchung und Wachstumsexperiment) fand hier insgesamt

über einen Zeitraum von 462 Minuten statt.
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Abbildung 87: Fünftes Wachstumsexperiment: ausgewählte Aufnahmen aus der AFM-
Bildsequenz desselben Probenbereichs einer weiteren frisch gespaltenen Perlmuttober�äche
mit der Scan�äche von jeweils 2, 5 µm·2, 5 µm. Die Bilder (A) bis (H) stellen diesen Proben-
bereich über einen Zeitraum von 361 Minuten dar. Bilder mit Index 1 (jeweils oben) zeigen
die Höhensignale und Bilder mit Index 2 (jeweils unten) die Fehlersignale. Bei (A) befand
sich die Probe noch in 3ml einer 0,9mM CaCO3−Lösung. Die verschiedenfarbigen Drei-
ecke kennzeichnen die vier Austausche der CaCO3−Lösungen. Dabei wurden 1ml (blaues
und rotes Dreieck) oder 0,5ml (grünes und schwarzes Dreieck) der CaCO3−Lösung aus
der Petrischale entfernt und immer gegen das gleiche Volumen einer übersättigten 4mM
CaCO3−Lösung ausgetauscht. Damit ergaben sich folgende Konzentrationen: (A) 0,9mM,
(B) 1,9mM, (C) bis (E) 2,6mM, (F) 2,8mM und (G) bis (H) 3,0mM. Die Zeiträume
zwischen den Bildern betragen: (A) bis (C) jeweils 59min bis 67min und (C) bis (H)
jeweils 41min bis 51min (siehe Abb. 111). Die blauen Pfeile markieren mehrere auf der
Ober�äche des oberen Aragonitplättchens gewachsene CaCO3−Kristalle.
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Die Abbildung 87 zeigt ausgewählte Bilder aus der mit dem AFM aufgenommenen

Bildsequenz des untersuchten Probenbereichs. Jeweils oben (Bilder mit Index 1) sind die

Höhensignale und jeweils unten (Bilder mit Index 2) die Fehlersignale dargestellt. Die

Bilder (A) bis (H) mit der Scan�äche von 2, 5 µm · 2, 5 µm zeigen den Probenbereich

über einen Gesamtzeitraum von 361 Minuten. Die Höhenskala wurde so gewählt, dass

sowohl die Ober�äche des Aragonitplättchens in der oberen Schicht als auch das darun-

terliegende Aragonitplättchen gut sichtbar sind. Nach der Aufnahme der Bilder (A) wur-

den 1ml der 0,9mM CaCO3−Lösung aus der Petrischale entnommen und 1ml der 4mM

CaCO3−Lösung eingespült. Nach einem Zeitraum von 67 Minuten wurde erneut 1ml der

CaCO3−Lösung aus der Petrischale gegen 1ml der 4mM CaCO3−Lösung ausgetauscht.

Während des weiteren Wachstumsexperiments wurden noch zwei weitere Lösungsaus-

tausche nach unterschiedlichen Zeiträumen vorgenommen, bei denen jeweils die Entnah-

me von 0,5ml der CaCO3−Lösung aus der Petrischale und das Einspülen des gleichen

Volumens der 4mM CaCO3−Lösung erfolgten. Das blaue, rote, grüne und schwarze Drei-

eck kennzeichnen die vier Austausche der CaCO3−Lösungen. Die dreidimensionalen Re-

konstruktionen der hier dargestellten Höhensignale sind in derAbbildung 110 im Anhang

in Abschnitt 10.5 gezeigt.

Konzentration der
CaCO3−Lösung

Zeitraum der Probe in
der jeweiligen Lösung

Bilder

0,9mM 152 Minuten (A)
1,9mM 67 Minuten (B)
2,6mM 126 Minuten (C) bis (E)
2,8mM 69 Minuten (F)
3,0mM 87 Minuten (G) bis (H)

Tabelle 15: Verwendete Konzentrationen der CaCO3−Lösung in der Petrischale und Zeit-
raum des Probestücks in der jeweiligen Lösung während des in Abb. 87 gezeigten Wachs-
tumsexperiments auf einer frisch gespaltenen Perlmuttober�äche. Die Bilder (A) bis (H)
zeigen denselben Probenbereich über einen Zeitraum von 361 Minuten. Die Probe befand
sich vor dem ersten Austausch schon 152 Minuten in der 0,9mM CaCO3−Lösung.

Der zeitliche Ablauf dieses Wachstumsexperiments ist in der Abbildung 111 im

Anhang in Abschnitt 10.5 dargestellt. Dieser Zeitstrahl zeigt, wie auch bei allen zuvor

beschriebenen Wachstumsexperimenten, sowohl die Zeitpunkte der Bildaufnahmen und

der Austausche der CaCO3−Lösungen als auch die Gesamtlaufzeit des Wachstumsexpe-

riments. Zusätzlich sind auch die zwischen den gezeigten Bildern vergangenen Zeiträume

und die Konzentrationen der CaCO3−Lösung in der Petrischale angegeben. Zur besseren

Übersicht des hier gezeigten Wachstumsexperiments sind in der Tabelle 15 die Konzen-
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trationen der CaCO3−Lösung in der Petrischale und auch die Zeitspannen, in der sich die

Probe in der jeweiligen Lösung befand, zusammengefasst.

Auf den Ober�ächen der Aragonitplättchen in der unteren und der oberen Schicht ist

eindeutig das Wachstum von Calciumcarbonatkristallen erkennbar. Die blauen Pfeile mar-

kieren beispielhaft mehrere auf der Ober�äche des oberen Aragonitplättchens entstandene

Kristalle. Auf diesem Aragonitplättchen sind mehrere Gruppen aus wenigen, lateral sehr

dicht nebeneinander gewachsenen Calciumcarbonatkristallen beobachtbar. Jeweils zwei

blaue Pfeile kennzeichnen eine solche Gruppe von Kristallen. Au�ällig ist dabei auch,

dass die einzelnen Kristalle jeweils �linienförmig� in dieselbe laterale Richtung auf der

Plättchenober�äche orientiert sind. Auch auf dem unteren Aragonitplättchen erfolgte das

Wachstum von Kristallen in direkter Nähe zueinander.

Sechstes Wachstumsexperiment - Beobachtung des Kristallwachstums bei Ver-

wendung einer sehr kleinen Scan�äche von 1, 0µm · 1, 0µm

In dem nachfolgend beschriebenen Wachstumsexperiment erfolgte die Beobachtung des

Kristallwachstums auf einem Probenbereich einer frisch gespaltenen Perlmuttober�äche,

der im Gegensatz zu allen bereits gezeigten AFM-Experimenten nur eine Scan�äche von

1, 0 µm · 1, 0 µm aufwies. Die frisch gespaltene Perlmuttober�äche wurde für die AFM-

Untersuchung (Strukturuntersuchung und Wachstumsexperiment) ebenfalls wie oben be-

schrieben präpariert und hatte, wie die anderen hier untersuchten Perlmuttspalt�ächen,

eine Gröÿe von etwa 3mm · 3mm.

Bei der Präparationsprozedur zur Benetzung der Probenober�äche und zum Abbil-

den am Anfang der AFM-Untersuchung fand eine 0,9mM CaCO3−Lösung Verwendung.

Das Abbilden der Probenober�äche während der AFM-Untersuchung erfolgte mit einer

ScanAsyst-Air AFM-Sonde. Die �touch�-Kalibrierung dieser AFM-Sonde vor Probenein-

bau auf dem Boden einer Petrischale mit nur 3ml der 0,9mM CaCO3−Lösung ergab eine

De�ektionssensitivität von (26, 3± 3, 5) nm
V

und eine Federkonstante von 0, 43 N
m
.

Zuerst wurde die Ober�ächenstruktur des Probenbereichs, auf dem die Beobachtung

des Kristallwachstums erfolgen sollte, mit dem AFM untersucht. Die Abbildung 88 zeigt

die mit dem AFM aufgenommene Ober�äche des ausgewählten Probenbereichs der Perl-

muttspalt�äche in sehr hoher Vergröÿerung. Die Probenober�äche ist dabei in den zwei

Scan�ächen von 2, 0 µm · 2, 0 µm bei den Bildern (A) und von 1, 0 µm · 1, 0 µm bei den

Bildern (B) dargestellt. Das Abbilden erfolgte hier noch in der 0,9mM CaCO3−Lösung.
Die Bilder mit dem Index 1 (links) zeigen wieder die Höhensignale und die Bilder mit

dem Index 2 (rechts) die dazugehörenden Fehlersignale. Die Bilder (A) wurden mit einer

Au�ösung von 256 x 256Pixel, einer Abtastrate von 0,401Hz und einer abbildenden Kraft
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von 500 pN aufgezeichnet. Die Aufnahme der Bilder (B) erfolgte ebenfalls mit der Auf-

lösung von 256 x 256Pixel, jedoch mit einer etwas höheren Abtastrate von 0,598Hz und

einer kleineren abbildenden Kraft von 200 pN.

Abbildung 88: AFM-Aufnahmen der Ober�äche einer weiteren frisch präparierten Perl-
muttspalt�äche in 3ml einer 0,9mM CaCO3−Lösung. Scan�ächen: (A) 2, 0 µm · 2, 0 µm
und (B) 1, 0 µm · 1, 0 µm. Bilder mit Index 1 (jeweils links) zeigen die Höhensignale und Bil-
der mit Index 2 (jeweils rechts) die Fehlersignale. In (A) ist die Ober�äche eines einzelnen
Aragonitplättchens detailliert beobachtbar. Auf der Plättchenober�äche existieren bereits
viele natürlich entstandene Strukturen unterschiedlicher Gröÿen (rote und blaue Pfeile) -
vermutlich �nanoasperities� und/oder kleine nadelförmige Aragonitkristalle � sowie Poren
bzw. Löcher unterschiedlichen Durchmessers (grüne und schwarze Pfeile) [4]. (B) zeigt
einen kleinen Teil dieser Plättchenober�äche in sehr hoher Vergröÿerung. Dort sind die Po-
ren bzw. Löcher (grüne Dreiecke) und die verschieden groÿen Strukturen (rote und blaue
Dreiecke) noch viel besser sichtbar. Bei diesen auf der Plättchenober�äche vorhandenen
Strukturen könnte es sich auch um Proteinmoleküle handeln, die an den Chitin�lamenten
der organischen Matrix angelagert sind [1, 2]. Auf dem in (B) gezeigten Probenbereich
sollte das Wachstum von CaCO3−Kristallen direkt beobachtet werden.
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Die Bilder (A) zeigen einen kleinen Bereich der Ober�äche eines einzelnen Aragonit-

plättchens. Dort sind die typischen, bei vielen der zuvor gezeigten AFM-Untersuchungen

der Perlmuttspalt�ächen schon gut beobachtbaren, Strukturen auf der Plättchenober�äche

ebenfalls deutlich sichtbar. Auf der Plättchenober�äche existieren sowohl bereits höhere

Strukturen (rote Pfeile) und viele kleinere Strukturen (blaue Pfeile) als auch Poren bzw.

Löcher unterschiedlichen Durchmessers (schwarze und grüne Pfeile). Dort markieren die

grünen Pfeile beispielhaft mehrere kleinere Poren und die schwarzen Pfeile eine gröÿe-

re Pore. Vermutlich sind die unterschiedlich groÿen auf der Plättchenober�äche deutlich

erkennbaren Strukturen sowohl verschiedene Proteinmoleküle, die an den Chitin�lamen-

ten bzw. -fasern der organischen Matrix gebunden sind, als auch kristalline Strukturen

(�nanoasperities� und/oder kleine nadelförmige Aragonitkristalle), die unter natürlichen

Bedingungen in der Schneckenschale gewachsen sind [1, 4]. Auch ein kleiner Teil der Plätt-

chenkante ist im linken, oberen Bildbereich erkennbar. Die Bilder (B) zeigen die Ober�äche

des Aragonitplättchens in höherer Vergröÿerung. Dort sind die verschieden groÿen Struk-

turen (rote und blaue Dreiecke) und die zwischen diesen Strukturen auftretenden Löcher

bzw. Poren viel besser beobachtbar. Die grünen Dreiecke kennzeichnen exemplarisch drei

gut erkennbare Poren auf der Probenober�äche.

Abbildung 89: Zeitstrahl des genauen Ablaufs beim sechsten in Abb. 90 gezeigten Wachs-
tumsexperiment auf einer frisch präparierten Perlmuttspalt�äche. Angegeben sind die
verwendeten Konzentrationen der CaCO3−Lösung in der Petrischale, die zwischen den
gezeigten Bildern verstrichenen Zeitspannen, die Zeitpunkte der Bildaufnahmen und der
Austausche der CaCO3−Lösungen sowie die gesamte Laufzeit des Wachstumsexperiments.

Um bessere Erkenntnisse über die Stellen auf der Plättchenober�äche zu erhalten, an

denen vorzugsweise das Wachstum der Calciumcarbonatkristalle einsetzt, wurde der in

den Bildern (B) dargestellte Probenbereich mit der Scan�äche von 1, 0 µm ·1, 0 µm für das

Wachstumsexperiment ausgewählt. Während des Kristallwachstums wurden nun Kraft-
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karten258 dieses Probenbereichs aufgenommen. Die Kraftkarten sollten, wie bereits zuvor

erwähnt, Informationen über die Bedeckung des Aragonitplättchens mit organischer Ma-

trix sowie über die Nukleation und das Wachstum des Calciumcarbonats liefern. Allerdings

konnten auch hier kaum aussagekräftigen Daten aus den Kraftkarten gewonnen werden.

Diese AFM-Untersuchung und weitere durchgeführte AFM-Untersuchungen auf ebenfalls

frisch gespaltenen Perlmuttober�ächen zeigten, dass die ScanAsyst-Air AFM-Sonden auch

nicht für die Analyse der mechanischen Eigenschaften von Perlmuttspalt�ächen, d. h. für

die Aufnahmen von Kraftkarten bzw. Kraftkurven auf den Perlmuttspalt�ächen, geeignet

sind. Die weiteren Abbildungen mit AFM-Aufnahmen zeigen daher jeweils nur die aufge-

nommenen Höhen- und Fehlersignale des untersuchten Probenbereichs vor und nach der

Initiierung des Kristallwachstums.

Konzentration der
CaCO3−Lösung

Zeitraum der Probe in
der jeweiligen Lösung

Bilder

0,9mM 311 Minuten (A) bis (B)
1,9mM 94 Minuten -
2,6mM 99 Minuten -
3,1mM 93 Minuten -
3,4mM 145 Minuten (C)

Tabelle 16: Verwendete Konzentrationen der CaCO3−Lösung in der Petrischale und Zeit-
raum des Probestücks in der jeweiligen Lösung während des in Abb. 89 und 90 gezeigten
Wachstumsexperiments auf einer weiteren frisch gespaltenen Perlmuttober�äche. Die Bil-
der (A) und (B) zeigen die Plättchenober�äche vor Initiierung des Kristallwachstums. Das
Bild (C) stellt denselben Probenbereich nach vierfachem Austausch von jeweils 1ml der
CaCO3−Lösungen dar. Zur Initiierung des Wachstums wurde eine 4mM CaCO3−Lösung
verwendet. Das Probestück befand sich vor dem ersten Austausch 311 Minuten in der
0,9mM CaCO3−Lösung.

In der Abbildung 89 ist der Zeitstrahl dieses Wachstumsexperiments dargestellt.

Dort erfolgt die Angabe der Zeitpunkte der Bildaufnahmen und der Austausche der

CaCO3−Lösungen, der Gesamtlaufzeit des Wachstumsexperiments, der Zeitspannen zwi-

schen den Aufnahmen der gezeigten Bilder und der Konzentrationen der CaCO3−Lösung
in der Petrischale. Das Wachstumsexperiment und die davor durchgeführte Untersuchung

zur Charakterisierung der Ober�ächenstruktur fanden über einen Gesamtzeitraum von 742

Minuten statt. Während des Wachstumsexperiments (Bilder (A) bis (C)) wurde viermal

der Austausch der CaCO3−Lösungen vorgenommen, wobei jedes Mal die Entnahme von

1ml der CaCO3−Lösung aus der Petrischale und anschlieÿend das Einspülen von 1ml

einer übersättigten 4mM CaCO3−Lösung erfolgten.
258Erklärung siehe Abschnitt 3.1
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Abbildung 90: AFM-Aufnahmen des bereits in Abb. 88 gezeigten Probenbereichs der Perl-
muttspalt�äche vor und nach dem Kristallwachstum. Scan�ächen: (B) 1, 0 µm · 1, 0 µm und
(C) 1, 0 µm · 1, 0 µm. In (B) sind nochmals die Bilder (B) aus Abb. 88 gezeigt, jedoch mit
anderen Skalierungen. (B) und (C) stellen denselben Bereich der Plättchenober�äche zu
verschiedenen Zeitpunkten dar. Bilder mit Index 1 (jeweils links) zeigen die Höhensignale
und Bilder mit Index 2 (jeweils rechts) die Fehlersignale. Um (B) und (C) miteinander
vergleichen zu können, wurden die gleichen Skalen bei den Höhen- und Fehlersignalbildern
verwendet. (B) zeigt die Plättchenober�äche in 3ml einer 0,9mM CaCO3−Lösung vor
Initiierung des Kristallwachstums. (C) stellt diesen Probenbereich nach einem Zeitraum
von 462 Minuten dar, während dessen viermal jeweils 1ml der CaCO3−Lösung aus der
Petrischale entfernt und 1ml einer höher übersättigten 4mM CaCO3−Lösung eingespült
wurden (Details siehe Abb. 89).
Auf dem hier untersuchten Teilbereich der Plättchenober�äche sind viele CaCO3−Kristalle
mit einer hohen Ober�ächendichte gewachsen (verschiedenfarbige Dreiecke). Die gelben,
weiÿen und schwarzen Dreiecke kennzeichnen beispielhaft jeweils mehrere sehr dicht ne-
beneinander entstandene CaCO3−Kristalle. Alle Kristalle sind hier, wie auch bereits beim
fünften Wachstumsexperiment in Abb. 87 beobachtet, auf der Ober�äche des Aragonit-
plättchens lateral in dieselbe Richtung orientiert.
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Vor dem ersten Austausch befand sich das Probestück 311 Minuten in der 0,9mM

CaCO3−Lösung. Da die 0,9mM CaCO3−Lösung einer gesättigten Lösung entspricht,

dürfte bis zu diesem Zeitpunkt noch kein induziertes Wachstum von Kristallen auf der

Probenober�äche stattgefunden haben [4]. Somit sollten alle in den Bildern (A) und (B)

der Abbildung 88 beobachtbaren unterschiedlich groÿen Strukturen auf der Plättchen-

ober�äche unter natürlichen Bedingungen in der Schneckenschale gewachsen bzw. ent-

standen sein. Nach dem letzten Lösungsaustausch wies die CaCO3−Lösung in der Petri-

schale eine Konzentration von 3,4mM auf. Bis zum Abspülen befand sich die Probe 145

Minuten in der 3,4mM CaCO3−Lösung. In der Tabelle 16 sind die Konzentrationen der

CaCO3−Lösung in der Petrischale und die Zeitspannen der Probe in der jeweiligen Lösung
zusammengefasst.

In derAbbildung 90 sind nun AFM-Aufnahmen des untersuchten Probenbereichs der

Perlmuttspalt�äche vor der Initiierung des Kristallwachstums zu Beginn des Wachstums-

experiments (Bilder (B)) und nach dem letzten Austausch der CaCO3−Lösungen (Bilder

(C)) dargestellt. Die Bilder (B) zeigen nochmal den in den Bildern (B) der Abbildung 88

gezeigten Probenbereich mit der Scan�äche von 1, 0 µm · 1, 0 µm, jedoch mit anderer Ska-

lierung des Höhen- bzw. Fehlersignals. In den Bildern (C) ist dieser Probenbereich nach

allen vier durchgeführten Lösungsaustauschen, also nach dem Wachstum von Calciumcar-

bonatkristallen, gezeigt. Dabei sind wieder links die Höhensignale (Bilder mit Index 1)

und rechts die Fehlersignale (Bilder mit Index 2) zu sehen. Um die Bilder (B) und (C)

miteinander vergleichen zu können, wurden bei diesen jeweils die gleichen Skalen für die

Höhen- und Fehlersignale verwendet. Die Aufnahme der Bilder (C) erfolgte ebenfalls mit

einer abbildenden Kraft von 200 pN, einer Abtastrate von 0,598Hz und einer Au�ösung

von 256 x 256Pixel. Die Abbildung 91 zeigt zusätzlich, zur Veranschaulichung der ge-

wachsenen Kristalle, die dreidimensionalen Rekonstruktionen (3D-Rekonstruktionen) der

in Abbildung 90 dargestellten Höhensignale.

In allen AFM-Bildern ist eindeutig erkennbar, dass auf dem betrachteten Teilbereich

des Aragonitplättchens viele Calciumcarbonatkristalle entstanden sind. Dabei haben sich

diese Kristalle lateral sehr dicht nebeneinander gebildet. Die meisten dieser Kristalle sind,

wie auch schon beim fünften Wachstumsexperiment in der Abbildung 87 beobachtet, auf

der Plättchenober�äche in gleicher lateraler Richtung parallel gewachsen. Wahrscheinlich

sind � wie im dritten Wachstumsexperiment gezeigt � schnell induziert entstandene Kris-

tallnadeln bereits seitlich zusammengewachsen und haben diese Strukturen gebildet. Die

Ursache für diese Vorzugsrichtung ist bisher nicht bekannt. Die gelben und schwarzen Pfei-

le in den Höhen- und Fehlersignalbildern sowie in den 3D-Rekonstruktionen kennzeichnen

jeweils mehrere solche �linienartig� in gleicher lateraler Richtung orientierte und dicht ne-
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beneinander gewachsene Calciumcarbonatkristalle. Die weiÿen Pfeile markieren ebenfalls

Kristalle, die sich lateral in einer �Linie� auf dem Aragonitplättchen gebildet haben. Zum

besseren Vergleich kennzeichnen die Pfeile in allen AFM-Bildern dieselben Kristalle.

Alle in diesem Abschnitt 5.4.4 gezeigten Probenober�ächen wurden nach den AFM-

Wachstumsexperimenten auch mit dem REM untersucht. Die Vorbereitungen der Probe-

stücke für die REM-Untersuchungen erfolgten gemäÿ der in Abschnitt 4.5 beschriebenen

Prozedur. Dazu wurde nach den Wachstumsexperimenten jeweils die CaCO3−Lösung aus
der Petrischale entnommen, die Probe mit Reinstwasser abgespült, die restliche Flüssigkeit

mittels fusselfreier Tücher259 aus der Petrischale entfernt, die Probe im Kühlraum bei 6 °C

getrocknet und der Petrischalenrand abgesägt [4]. Anschlieÿend wurde der übriggebliebe-

ne Petrischalenboden mit Probe mittels elektrisch leitfähigem Haftaufkleber260 auf einem

Probenteller261 �xiert und mit leitfähigem kupferbeschichteten Klebeband262 kontaktiert.

Obwohl REM-Untersuchungen aller Probestücke erfolgten, sind im Weiteren nur REM-

Aufnahmen der in diesem Wachstumsexperiment untersuchten Probe gezeigt. Für diese

REM-Untersuchung erfolgte auch keine leitfähige Beschichtung der Probenober�äche [4].

In der Abbildung 92 sind nun REM-Aufnahmen verschiedener Ober�ächenbereiche

der bereits in Abbildungen 88, 90 und 91 dargestellten Perlmuttspalt�äche zu sehen. Die

Bilder zeigen die Probenober�äche mit unterschiedlichen Scan�ächen von 119 µm · 159 µm

beim Bild (A), von 82 µm · 109 µm beim Bild (B), von 19 µm · 26 µm beim Bild (C),

von 11 µm · 15 µm beim Bild (D), von 5 µm · 6 µm beim Bild (E) und von 2 µm · 3 µm

beim Bild (F). Alle Bilder wurden bei Verwendung einer Beschleunigungsspannung von

1,0 kV aufgenommen. Dabei wurden ein Neigungswinkel des Probentisches von 22,9 ° und

ein Aperturblendendurchmesser von 30 µm genutzt [4].

Die Bilder (A) und (B) zeigen Übersichtsaufnahmen, in denen sehr viele der jeweils

etwa 500 nm hohen, in vertikaler Richtung durch die interlamellare Matrix getrennten

und übereinanderliegenden Aragonitschichten sichtbar sind [4, 5]. Bei sehr genauem Be-

trachten sind auf den Ober�ächen der einzelnen polygonal geformten Aragonitplättchen

bereits induziert gewachsene Calciumcarbonatkristalle beobachtbar. Zur besseren Sicht-

barkeit markieren die grünen Pfeile beispielhaft die in den Mitten einiger Aragonitplätt-

chen vorhandenen Kristalle. Das Bild (C) zeigt den im Bild (B) rot markierten Bereich

in höherer Vergröÿerung. Dort sind die gewachsenen Kristalle viel besser erkennbar (gel-

be Pfeile). Hier fällt bereits auf, dass diese Kristalle nadelartige Formen aufweisen und

das Kristallwachstum vor allem in den Plättchenmitten erfolgte. In den Bildern (D) bis

259VWRr Light-Duty Tissue Wipers; VWR International, LLC; Radnor, PA, USA
26025mm Durchmesser, rund; Plano GmbH; Wetzlar, Deutschland
26132mm Durchmesser, rund; Plano GmbH; Wetzlar, Deutschland
2626,4mm Breite, einseitig klebend; Plano GmbH; Wetzlar, Deutschland
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(F) sind deutlichst die auf den Aragonitplättchen gewachsenen nadelförmigen Calcium-

carbonatkristalle sichtbar. Der im Bild (D) blau hervorgehobene Bereich ist im Bild (E)

entsprechend vergröÿert dargestellt. Das Bild (F) zeigt wiederum eine Nahaufnahme des

obersten Aragonitplättchens aus dem Bild (E). Die einzelnen Kristallnadeln sind dort in

der Plättchenmitte sehr dicht nebeneinander gewachsen (blauer Pfeil und grüne Dreiecke).

Diese Kristalle sind vermutlich durch das dort ursprünglich vorhandene, bei vielen AFM-

Untersuchungen anderer Perlmuttspalt�ächen schon oft beobachtete, Loch nach oben ge-

wachsen. Bei Fortführung des Kristallwachstums könnte aus diesen Kristallnadeln ein ein-

zelner gröÿerer, zusammengewachsener Kristall entstehen, der möglicherweise dann eine

Mineralbrücke bilden würde. Auf diesem Aragonitplättchen sind zwischen dem Randbe-

reich und der Plättchenmitte sonst nur vereinzelt weitere Kristallnadeln entstanden (rote

Pfeile und gelbe Dreiecke). Neben den nadelförmigen Kristallen (blauer Peil, rote Pfeile,

grüne und gelbe Dreiecke) existieren auf der Plättchenober�äche viele kleinere kristalline

Strukturen (blaue Dreiecke), vermutlich �nanoasperities� und/oder Nukleationskeime.

Abbildung 91: Dreidimensionale Rekonstruktionen der in Abb. 90 dargestellten Höhen-
signale. Scan�ächen: (B) 1, 0 µm · 1, 0 µm und (C) 1, 0 µm · 1, 0 µm. Die 3D-Rekonstruk-
tionen sind im Vergleich zu den Höhenbildern um einen Winkel von 15 ° nach rechts ge-
dreht. (C) stellt den in (B) gezeigten Probenbereich nach erfolgtem Kristallwachstum dar.
Hier ist noch besser erkennbar, dass auf dem betrachteten Ober�ächenbereich des Ara-
gonitplättchens viele CaCO3−Kristalle in unmittelbarer Nähe zueinander gewachsen sind
und vorzugsweise �linienartig� in dieselbe laterale Richtung orientiert sind. Die gelben, wei-
ÿen und schwarzen Pfeile kennzeichnen beispielhaft jeweils mehrere dicht nebeneinander
entstandene und in gleicher lateraler Richtung orientierte Kristalle. Die Pfeile markieren
dabei dieselben CaCO3−Kristalle wie in Abb. 90.

Weitere REM-Aufnahmen ausgewählter Probenbereiche dieser Perlmuttspalt�äche �n-

den sich in den Abbildungen 112 und 113 im Anhang in Abschnitt 10.5. Die Abbil-

dung 112 zeigt einen Bereich der Probe, in dem die typischen Aragonitplättchen nicht

erkennbar sind. Dort existieren, wie bereits beim ersten Wachstumsexperiment auf einer
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Perlmuttspalt�äche (siehe Abb. 65 bis 71) beobachtet, einerseits Bereiche, in denen sehr

viele dünne und dicht nebeneinander entstandene Kristalle vorhanden sind und anderer-

seits Bereiche, in denen weniger Kristalle auftreten. In der Abbildung 113 sind wie-

der die typischen Aragonitplättchen und viele auf den Plättchenober�ächen gewachsene

Kristallnadeln sichtbar.

Der Vergleich zwischen den AFM-Aufnahmen dieser Perlmuttspalt�äche (siehe Abb.

88, 90 und 91) und den REM-Aufnahmen derselben Probenober�äche (siehe Abb. 92, 112

und 113) legt die Vermutung nahe, dass die Aragonitplättchen hier jeweils gröÿtenteils

von organischer Matrix bedeckt waren und das Kristallwachstum vorzugsweise in den

Plättchenmitten durch die dort vorhandenen Löcher erfolgte. Das Wachstum wurde hier

o�enbar durch die in der organischen Matrix an diesen Stellen vorhandenen Carboxyl- und

Sulfatgruppen sowie aragonitnukleierenden Proteine begünstigt [5, 6].
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Abbildung 92: REM-Aufnahmen unterschiedlicher Bereiche der Perlmuttspalt�äche nach
dem Wachstumsexperiment (siehe Abb. 89 und 90). Scan�ächen: (A) 119 µm · 159 µm, (B)
82 µm · 109 µm, (C) 19 µm · 26 µm, (D) 11 µm · 15 µm, (E) 5 µm · 6 µm und (F) 2 µm · 3 µm;
Neigungswinkel des Probentisches: 22,9 °. (C) bzw. (E) zeigt den in (B) bzw. (D) farbig
markierten Bereich vergröÿert. Die nadelförmigen CaCO3−Kristalle sind besonders in den
Plättchenmitten dicht nebeneinander gewachsen (grüne Pfeile in (A) und (B), gelbe Pfeile
in (C) und blauer Pfeil in (E)). Jeweils zwischen Plättchenkante und Plättchenmitte fand
nur vereinzelt das Wachstum von CaCO3−Kristallen statt (rote Pfeile in (E)). (F) zeigt
eine Nahaufnahme des oberen Aragonitplättchens aus (E). Dort sind die Kristalle in der
Plättchenmitte sehr gut erkennbar (grüne Dreiecke). Neben den nadelförmigen Kristallen
(grüne und gelbe Dreiecke) existieren auf der Plättchenober�äche viele kleinere kristalline
Strukturen (blaue Dreiecke), vermutlich �nanoasperities� und/oder Nukleationskeime.
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6 Zusammenfassung und Ausblick

Perlmutt ist ein biologischer Verbundwerksto� bestehend aus vielen über- und nebenei-

nander angeordneten etwa 500 nm dicken und nur wenige Mikrometer groÿen, kristallinen

Aragonitplättchen (eine der drei wasserfreien Calciumcarbonatkristallisationsarten), die

innerhalb einer organischen Matrix wie Ziegelsteine in einer Mauer eingebettet sind [1, 5].

Dadurch ergibt sich im Vergleich zu reinem Calciumcarbonat eine wesentlich höhere Sta-

bilität und Elastizität und somit eine bessere Bruch- und Dehnungsfestigkeit und sogar

die Möglichkeit einer Selbstreparatur durch neues �Zusammenknüpfen� der Fasern in der

organischen Matrix nach einer eventuellen Überlastung des Materials [5, 8]. Die Untersu-

chungen und Ergebnisse in der vorliegenden Arbeit liefern detaillierte Beiträge zur Cha-

rakterisierung des Materialaufbaus und erste Hinweise zur Initiierung einer künstlichen

Kristallisation von Calciumcarbonat in einer organischen Matrix, also für den Weg hin

zu einer späteren, e�ektiven künstlichen Erzeugung dieses biologisch gut verträglichen

Verbundmaterials.

Für die Materialcharakterisierung und für die direkte Beobachtung des Wachstums

von Calciumcarbonat bzw. Aragonit auf und in der organischen Matrix wurden zwei ver-

schiedene Arten von Proben genutzt: So wurden insbesondere (1) sogenannte ��at pearls�

mit Hilfe lebender Meeresschnecken gewachsen. Dazu erfolgte das Einbringen von Deck-

gläsern über unterschiedlich lange, de�nierte Zeiträume (7 Tage bis 6 Wochen) zwischen

Schaleninnenseite und Mantelepithel in lebende Meeresschnecken [3, 4]. Auf den Deck-

gläschen entstehen dann sogenannte Wachstumsfronten mit �stacks of coins�, das sind

münzstapelähnliche Anordnungen von wenigen, tannenbaumartig übereinanderliegenden

Aragonitplättchen noch recht geringer Gröÿe, von denen das weitere Aragonitwachstum

ausgeht [2, 5]. Zum Vergleich wurden (2) Perlmuttspalt�ächen � also bereits fertig gewach-

sene Proben � aus Schneckenschalen verstorbener Tiere präpariert und untersucht.

Die Strukturcharakterisierungen und die Wachstumsexperimente wurden mit dem Ras-

terkraftmikroskop (AFM) vorgenommen, wobei sich die Proben stets in einer mit gesät-

tigter oder übersättigter CaCO3−Lösung gefüllten Petrischale befanden. Der de�nierte

Austausch der CaCO3−Lösungen während der AFM-Wachstumsexperimente erfolgte mit-

tels Pipette und Silikonschlauch, sodass sich die Proben stets in zunehmend übersättigter

CaCO3−Lösung befanden und so Kristallwachstum auf den Probenober�ächen initiiert

wurde. Ergänzende Strukturuntersuchungen an den nach den AFM-Wachstumsexperimen-

ten getrockneten Probestücken erfolgten mit dem Rasterelektronenmikroskop (REM).

Die Charakterisierungen der Wachstumsfronten von ��at pearls� mit dem AFM er-

gab, dass die beobachteten Aragonitplättchen der �stacks of coins� eine polygonale Form
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aufwiesen und oftmals mit organischer Matrix, gut erkennbar an deren Filamentstruktur,

überzogen waren. Dabei bedeckte die organische Matrix die unteren Plättchen meistens

vollständig, die obersten Plättchen jedoch nicht oder nur teilweise [4]. Die nähere Un-

tersuchung der organischen Matrix sowohl auf den Aragonitplättchen als auch zwischen

den verschiedenen �stacks of coins� zeigte, dass diese aus relativ geradlinig verlaufenden

Filamenten unterschiedlichen Durchmessers besteht, die jedoch netzwerkartig ver�ochten

sind und dadurch verschieden groÿe Poren und Löcher erzeugen [1, 4]. Aus den AFM-

Höhenbildern bzw. aus daraus ermittelten Höhenpro�len konnte die durchschnittliche Di-

cke verschiedener Aragonitplättchen der �stacks of coins� zu etwa 500 nm bestätigt werden

[5].

Die Ober�äche der auf einem nur 10 Tage lang inkubierten Deckgläschen natürlich

gewachsenen ��at pearl� wurde bei äuÿerst geringer Abtastkraft von 800 pN bis 150 pN

mittels AFM bis hin zu einer Au�ösung von 2 µm · 2 µm abgebildet. Diese ��at pearl�-

Ober�äche war von organischer Matrix dominiert, sodass das darunterliegende Mineral

noch nicht sichtbar war. So konnte die Filamentstruktur der organischen Matrix sehr de-

tailliert untersucht und die Durchmesser von 60 einzelnen Filamenten vermessen sowie eine

Gröÿenverteilung der Filamentdurchmesser mit einem Maximum im Bereich zwischen 6 nm

und 10 nm ermittelt werden. Die gemessene Verteilung unterstützt so die Annahme, dass

sich Nano�lamente ausbilden, die sich wiederum mit weiteren Chitinfasern zu gröÿeren

Faseraggregaten zusammenlagern können, an denen zudem verschiedene Proteinmoleküle

angelagert sind [190, 191]. Weitere Untersuchungen in [81, 91, 194] legen die Vermutung

nahe, dass diese Filamente aus β-Chitin bestehen.

Vergleichende AFM-Untersuchungen zeigten, dass insbesondere die Netzwerkstruktur

der weichen organischen Matrix mit den PeakForce-HiRs-F-A AFM-Sonden viel besser

aufgelöst abgebildet werden konnte als mit den ScanAsyst-Air AFM-Sonden.

Ein erstes Wachstumsexperiment wurde auf einer nach 14-tägiger Inkubation entstan-

denen natürlich gewachsenen ��at pearl�-Probe über einen Zeitraum von insgesamt 491

Minuten bei ständiger AFM-Beobachtung durchgeführt. In der Petrischale befand sich zu

Beginn gering übersättigte 1mM CaCO3−Lösung, von der im weiteren Verlauf dreimal ein

Teilvolumen gegen eine höher übersättigte 2mM CaCO3−Lösung de�niert ausgetauscht

wurde, um Kristallwachstum auf der Wachstumsfront zu initiieren. Während des Wachs-

tumsexperiments wurden nacheinander, jeweils etwa 5 Minuten dauernde AFM-Scans mit

einer Scan�äche von 5 µm · 5 µm desselben Ober�ächenbereichs durchgeführt. Lediglich an

zwei Stellen wurde hier induziertes Kristallwachstum unterhalb der organischen Matrix in

Form kleiner Erhebungen (jeweils etwa 0, 5 µm · 0, 5 µm groÿ) beobachtet. In zusätzlichen,

abschlieÿenden 2, 3 µm · 2, 3 µm-Scans konnten die Poren in der organischen Matrix zwi-
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schen den ver�ochtenen Filamenten genauer und extrem gut aufgelöst nachgewiesen wer-

den, die o�enbar sowohl für die Di�usion der organischen Bestandteile und Ionen (Calcium-

und Carbonationen) für das Aragonitwachstum durch die Matrix als auch später für die

Mineralbrückenbildung verantwortlich sind [1, 5].

Bei den nach anschlieÿender Trocknung der Probe mittels REM durchgeführten Unter-

suchungen mehrerer Ober�ächenbereiche dieses ��at pearl�-Probestücks bei unterschied-

lichen Au�ösungen wurden die einzelnen Aragonitplättchen der �stacks of coins� und die

verschiedenen �stacks of coins� sowie deren Strukturen, Gröÿen und Abstände unterei-

nander deutlich beobachtet. Zusätzlich gelang es auch die zwischen den �stacks of coins�

vorhandene organische Matrix und deren Struktur zu untersuchen. Es wurde zudem nach-

gewiesen, dass die weiter untenliegenden Aragonitplättchen einiger �stacks of coins� in

horizontaler Richtung bereits aneinanderstieÿen und somit ihre gröÿtmögliche, auch durch

die intertabulare organische Matrix (ITM) festgelegte, laterale Ausdehnung erreicht hat-

ten.

Als erste Hinweise auf ein experimentell induziertes Kristallwachstum sind sowohl (1)

die jeweils oben auf den �stacks of coins� bereits neu gewachsenen, teilweise dicht nebenei-

nanderliegenden, aber deutlich kleineren Aragonitplättchen als auch (2) die vielen zusätz-

lichen sehr kleinen Kristallite, die oben auf vielen, oftmals auch mit organischer Matrix

bedeckten Aragonitplättchen der �stacks of coins� entstanden sind, zu werten. O�enbar

beginnt kristallines Wachstum vorzugsweise unter der organischen Matrix und setzt sich

durch deren Poren fort.

Ein erfolgreicheres Wachstumsexperiment an einer nach 10-tägiger Inkubation na-

türlich gewachsenen ��at pearl�-Probe wurde unter AFM-Beobachtung über insgesamt

311 Minuten und bei Verwendung einer Scan�äche von 5 µm · 5 µm durchgeführt. Da-

bei wurde im Abstand von 7 Minuten, das ist die notwendige Zeit für die Aufnahme

eines Bildes, stets derselbe Ober�ächenbereich abgerastert und die anfänglich gesättigte

0,9mM CaCO3−Lösung mehrfach so ausgetauscht, dass sich das Probestück in zuneh-

mend übersättigter CaCO3−Lösung befand. Hier konnte erstmals eindeutig induziertes

Kristallwachstum auf einer ��at pearl�-Probe direkt beobachtet werden, und zwar (1)

an den bereits durch natürliches Wachstum erhabenen und gut erkennbaren Stellen, die

auf der die Ober�äche bedeckenden organischen Matrix vorhanden waren, und (2) an

Kristallen, die durch die Poren der organischen Matrix gewachsen sind. Die dreidimensio-

nalen Rekonstruktionen der AFM-Höhenbilder bestätigten eindeutig (1) das nadelförmi-

ge Wachstum der Kristalle auf der organischen Matrix, (2) das Durchstoÿen der Matrix

durch wachsende Kristallite, (3) das Mineralbrückenwachstum und (4) das sich nach dem

anfänglichen Höhenwachstum anschlieÿende Breitenwachstum der Aragonitkristalle. Die
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nach dem zweiten Wachstumsexperiment durchgeführten REM-Untersuchungen der ��at

pearl�-Probe zeigten eindeutig viele Bereiche mit induziert gewachsenen, nadelförmigen

Kristallen.

Es gelang, das Wachstum von 20 ausgewählten Kristallen ab der 380. Minute nach

Beginn des Wachstumsexperiments zu verfolgen und deren Höhenwachstumsgeschwindig-

keiten mit Hilfe von ermittelten Höhenpro�len aus der Sequenz von AFM-Höhenbildern zu

bestimmen. Die Wachstumsgeschwindigkeiten nehmen hier zunächst mit steigender Kon-

zentration, also direkt nach dem Wechsel der CaCO3−Lösungen, zu und danach jedoch

wieder ab. Dafür gibt es drei Gründe: (1) Calcium- und Carbonationen werden für das

Wachstum verbraucht, (2) ein Gleichgewicht stellt sich zwischen Wachstum und Abbau

ein und (3) das Wachstum erfolgt zuerst nadelartig entlang der ~c -Achse in die Höhe und

danach vermehrt in die Breite [4, 5].

Zum Vergleich wurden auÿerdem bereits natürlich fertig gewachsene Proben � frisch

gespaltene Perlmuttober�ächen (auch Perlmuttspalt�ächen genannt) � aus Schalen ge-

storbener Meeresschnecken präpariert, mit dem AFM charakterisiert und auf einigen von

ihnen Experimente zum Wachstum von Calciumcarbonat durchgeführt. Dabei konnten die

Strukturen der Probenober�ächen mit den PeakForce-HiRs-F-A AFM-Sonden besonders

gut aufgelöst untersucht werden. In der Mitte der einzelnen polygonal geformten Arago-

nitplättchen wurde oft ein Loch bzw. eine Vertiefung, als Hinweis auf ursprünglich dort

existierende Mineralbrücken, beobachtet. Darüber hinaus fanden sich jeweils sehr kleine,

nanometergroÿe Strukturen (sogenannte �nanoasperities�) nahezu homogen verteilt auf der

gesamten Plättchenober�äche. Vor allem an Rändern und Kanten waren einige natürlich

gewachsene, nadelförmige Kristallite zu beobachten. Zusätzlich waren auf einigen Plätt-

chenober�ächen Reste der intertabularen organischen Matrix (ITM) nachweisbar.

Für die Zielstellung, induziertes Kristallwachstum auf den Perlmuttspalt�ächen zu

erzeugen und dieses dabei direkt mit dem AFM zu beobachten, wurden gut voruntersuchte

Spalt�ächen über mehrere Stunden (vier bis neun Stunden) jeweils im Abstand von etwa

sechs Minuten mit dem AFM abgerastert. Dabei befand sich die Probe ebenfalls zu Beginn

stets in gesättigter (0,9mM) oder gering übersättigter (1mM) CaCO3−Lösung und im

weiteren Verlauf der Wachstumsexperimente in zunehmend übersättigter CaCO3−Lösung,
die mehrmals de�niert ausgetauscht wurde.

In den mit dem AFM aufgenommenen Bildsequenzen des zweiten und dritten Wachs-

tumsexperiments erkennt man (1) deutlich die einzelnen Aragonitplättchen, (2) induzier-

tes Kristallwachstum in übersättigter CaCO3−Lösung oberhalb einer Konzentration von

3,1mM bzw. 3,4mM und (3) entstehende vorwiegend nadelförmige Kristalle. Als typi-

sche Kristallkeime wurden induziert gewachsene, nadelförmige Kristallite vorwiegend an
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den Rändern des zentralen Lochs bzw. der Vertiefung und im Bereich um dieses Loch

sowie an den Plättchenkanten erzeugt. Das bestätigt die Vermutung, dass Carboxyl- und

Sulfatgruppen sowie aragonitnukleierende Proteine, die vorzugsweise an diesen Stellen in

der organischen Matrix vorhanden sind, als Nukleationskeime wirken und so das Kris-

tallwachstum fördern können [5, 6]. Auch die Wachstumsgeschwindigkeiten ausgewählter

Kristallite, die aus den AFM-Höhenbildern mit Hilfe von Höhenpro�len bestimmt wurden,

unterstützen diese Annahme.

In � nach diesen Wachstumsexperimenten � durchgeführten REM-Untersuchungen

wurden die lateralen Ausdehnungen mehrerer Aragonitplättchen vermessen und zusätzlich

Form, Abstand und Ober�ächendichte der induziert gewachsenen Kristallite bestimmt. Die

Aragonitplättchen zeigen hier ihre polygonale Form mit lateralen Ausmaÿen von 4 µm bis

9 µm in den verschiedenen Richtungen. Die induziert gewachsenen Kristalle haben eine

markante nadelförmige Struktur, die insbesondere bei Beobachtung unter einem kleinen

Kippwinkel des REM-Probentisches sehr gut sichtbar wurde. Auszählungen der Kristallite

und Flächenbestimmungen ergaben eine Kristallitdichte von (6, 6± 0, 7) pro µm2. Einige

sehr eng benachbarte Kristallnadeln waren bereits im unteren Bereich zusammengewach-

sen. Die Kristallite wachsen o�enbar zuerst in die Höhe, dann nimmt ihre Anzahl und

damit ihre Ober�ächendichte zu, sodass ein seitliches Zusammenwachsen, welches im un-

teren Bereich beginnt, möglich wird.

Die ��at pearl�-Untersuchungen (ihre Erzeugung, AFM-Strukturuntersuchungen und

AFM-Wachstumsexperimente sowie anschlieÿende REM-Untersuchungen) lieferten gute

Einblicke und wesentliche neue Informationen zum natürlichen und künstlichen Wachs-

tumsprozess von Aragonit in der organischen Matrix sowie Erkenntnisse zur Geometrie

und Flächendichte der Kristallnadeln und zur Dickenverteilung der Filamente. Es gelang

künstliches Kristallwachstum auf den Wachstumsfronten zu initiieren und mit dem AFM

unter nativen Bedingungen über jeweils längere Zeiträume detailliert zu untersuchen.

Nach Voruntersuchungen und Optimierungen konnte darüber hinaus insbesondere auf

den Perlmuttspalt�ächen das induzierte Wachstum von vorzugsweise nadelförmigen Kris-

tallen bestens mit dem AFM beobachtet werden. Dadurch konnten die Wachstumsge-

schwindigkeiten der neu gewachsenen Kristallite an verschiedenen Orten quantitativ er-

mittelt werden. So gelang der Nachweis, dass an solchen Orten auf den mit organischer

Matrix bedeckten Aragonitplättchen, wo vermutlich Carboxyl- und Sulfatgruppen vor-

handen und aragonitnukleierende Proteine vorzugsweise an die Filamente angelagert sind

(z. B. Plättchenränder und Bereich um das zentrale Loch bzw. die Vertiefung in der Plätt-

chenober�äche herum), das Kristallwachstum beginnt, schneller und stärker ist [6, 82].

Weitere Wachstumsexperimente mit zusätzlichen Proteinen, die z. B. aus der löslichen or-
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ganischen Matrix gewonnen werden können und in die übersättigte CaCO3−Lösung zur

Förderung oder Hemmung des Kristallwachstums eingebracht werden, sind nach obigen

Ergebnissen ein vielversprechender Ansatz, um Perlmutt als biologisch gut verträgliches

Verbundmaterial künstlich herzustellen.
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10.1 Spezi�kationen der verwendeten AFM-Sonden

Für die AFM-Untersuchungen mit dem Rasterkraftmikroskop BioScope ResolveTM der

Firma Bruker263 wurden zwei verschiedene AFM-Sonden genutzt: (1) PeakForce-HiRs-

F-A und (2) ScanAsyst-Air. Die Spezi�kationen dieser AFM-Sonden sind im Folgenden

detailliert beschrieben.

PeakForce-HiRs-F-A AFM-Sonden

Der Cantilever, auf dessen Rückseite sich eine Schicht aus re�ektierendem Gold be�ndet,

besteht aus Siliziumnitrid (Si3N4). Die genauen Spezi�kationen des Cantilevers und der

Spitze der PeakForce-HiRs-F-A AFM-Sonden sind in der Tabelle 17 aufgelistet.

(A) Cantilever
nominal minimal maximal

Resonanzfrequenz
an Luft in kHz

165 130 200

Federkonstante in N
m

0, 35 0, 15 0, 60

Länge in µm 36 34 38

Breite in µm 16, 0 14, 5 17, 5

Dicke in µm 0, 310 0, 303 0, 317

(B) Spitze

Höhe in µm 3− 8

Front Angle (FA) in ° 15

Back Angle (BA) in ° 25

Radius in nm
nominal: 1
maximal: 2

Tabelle 17: Detaillierte Spezi�kationen (A) des Cantilevers und (B) der Spitze der
PeakForce-HiRs-F-A AFM-Sonden aus [122].

ScanAsyst-Air AFM-Sonden

Der Cantilever besteht ebenfalls aus Siliziumnitrid (Si3N4) und ist auf der Rückseite mit

re�ektierendem Aluminium beschichtet. Die Spezi�kationen des Cantilevers und der Spitze

der ScanAsyst-Air AFM-Sonden sind in der Tabelle 18 zusammengefasst.
263Billerica, MA, USA
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(A) Cantilever
nominal minimal maximal

Resonanzfrequenz
an Luft in kHz

70 45 95

Federkonstante in N
m

0, 40 0, 20 0, 80

Länge in µm 115 100 130

Breite in µm 25 20 30

Dicke in µm 0, 65 0, 60 0, 70

(B) Spitze

Höhe in µm 2, 5− 8, 0

Front Angle (FA) in ° 15, 0± 2, 5

Back Angle (BA) in ° 25, 0± 2, 5

Side Angle (SA) in ° 17, 5± 2, 5

Radius in nm
nominal: 2
maximal: 12

Tabelle 18: Genaue Spezi�kationen (A) des Cantilevers und (B) der Spitze der ScanAsyst-
Air AFM-Sonden aus [123].

10.2 Ergänzende Informationen zum Abschnitt 5.1 �Charakteri-

sierung derWachstumsfronten von ��at pearls� mittels AFM�

In diesem Abschnitt �nden sich ergänzende Informationen und weitere AFM-Aufnahmen

zur Untersuchung und Charakterisierung der Ober�ächenstruktur der Wachstumsfronten,

die aus ��at pearls� stammen. Die Strukturuntersuchungen der Wachstumsfronten und die

daraus erhaltenen Erkenntnisse wurden in Abschnitt 5.1 beschrieben.

Ergänzungen zur Charakterisierung der Ober�ächenstruktur (Abschnitt 5.1.1)

Im Folgenden sind die dreidimensionalen Rekonstruktionen (3D-Rekonstruktionen) der

bereits in Abschnitt 5.1.1 dargestellten AFM-Höhensignale gezeigt. Die Aufnahmen der

Höhenbilder erfolgten mit den PeakForce-HiRs-F-A AFM-Sonden.
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Abbildung 93: Dreidimensionale Rekonstruktionen der in Abb. 34 gezeigten Höhensignale.
Scan�ächen: (A) 7, 3 µm · 7, 3 µm und (B) 3, 4 µm · 3, 4 µm. Die 3D-Rekonstruktionen sind
im Vergleich zu den Höhenbildern um einen Winkel von 16 ° nach rechts gedreht. In (A)
sind die drei �stacks of coins� (rote Pfeile und blauer Pfeil) und auch die einzelnen Ara-
gonitplättchen sichtbar. Die gelben Pfeile und Dreiecke markieren beispielhaft durch das
Abrastern der Probenober�äche hervorgerufene Bildartefakte. (B) zeigt eine vergröÿerte
Aufnahme des in (A) mit blauem Pfeil gekennzeichneten �stack of coins�. Dort sind die Ara-
gonitplättchen (grüne Pfeile und weiÿer Pfeil) noch besser beobachtbar. Das mit weiÿem
Pfeil markierte Aragonitplättchen (5) ist nur schwer erkennbar. Die übereinanderliegenden
Aragonitplättchen weisen unterschiedliche laterale Ausdehnungen auf, wobei der Durch-
messer des jeweils oberen Plättchens kleiner ist als der Durchmesser des darunterliegenden
Aragonitplättchens (z. B. Plättchen (1) und (2)) [4]. Die Beobachtung der Netzwerkstruk-
tur der organischen Matrix, die die Aragonitplättchen bedeckt, ist hier bereits möglich
(blaue Dreiecke in (A) und (B)) [1, 2].
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Abbildung 94: Dreidimensionale Rekonstruktionen der in Abb. 36 dargestellten Höhen-
signale. Scan�ächen: (A) 5, 0 µm · 5, 0 µm, (B) 5, 0 µm · 5, 0 µm und (C) 2, 7 µm · 2, 7 µm.
Die 3D-Rekonstruktionen sind im Vergleich zu den Höhenbildern um einen Winkel von 16 °
nach rechts gedreht. Die Bilder zeigen insbesondere die Struktur der organischen Matrix
(weiÿe Pfeile in (A) und (B)) zwischen zwei �stacks of coins� (grüne Pfeile in (A)). (A) und
(B) stellen denselben Ober�ächenbereich dar, jedoch wurde bei (B) die Höhe so skaliert,
dass dort vor allem die organische Matrix zwischen den �stacks of coins� sichtbar ist.
(C) zeigt eine vergröÿerte Aufnahme dieses Bereichs der organischen Matrix. Dort sind
die Poren bzw. Löcher (blaue Pfeile) zwischen den miteinander verwobenen Filamenten
deutlich beobachtbar [1, 2].
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Abbildung 95: Dreidimensionale Rekonstruktionen der in Abb. 37 dargestellten Höhen-
signale. Scan�ächen: (A) 10, 0 µm · 10, 0 µm, (B) 8, 1 µm · 8, 1 µm und (C) 5, 0 µm · 5, 0 µm.
Die 3D-Rekonstruktionen sind im Vergleich zu den Höhenbildern um einen Winkel von
16 ° nach rechts gedreht. Die inselförmigen Anordnungen (blaue Pfeile in (A)), die ver-
mutlich bereits aus natürlich gewachsenem Mineral und organischer Matrix bestehen, sind
zum Teil durch gröÿere Zwischenräume voneinander getrennt (gelber Pfeil in (A)). In die-
sen Zwischenräumen be�ndet sich teilweise organische Matrix (weiÿe Pfeile in (A) und
(C)). An, unter und zwischen den gut erkennbaren Filamenten sind viele weitere natürlich
gewachsene Strukturen (rote Pfeile in (B) und (C)) zu beobachten.
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Abbildung 96: Dreidimensionale Rekonstruktionen der in Abb. 38 gezeigten Höhensignale.
Scan�ächen: (D) 4, 0 µm · 4, 0 µm und (E) 2, 0 µm · 2, 0 µm. Die 3D-Rekonstruktionen sind
im Vergleich zu den Höhenbildern um einen Winkel von 16 ° nach rechts gedreht. Zwischen
den netzwerkartig angeordneten Filamenten be�nden sich verschieden groÿe Poren bzw.
Löcher (grüne Pfeile in (A)). Die Poren sind in (B) noch besser erkennbar. Dort markieren
die gelben Dreiecke zwei gröÿere Poren und das grüne Dreieck eine kleinere Pore. Die ein-
zelnen Filamente sind besser in den Höhenbildern (siehe Abb. 38) sichtbar. Die roten Pfeile
in (A) markieren die bereits in Abb. 95 beobachteten natürlich entstandenen Strukturen,
die vermutlich als Nukleationskeime für das induzierte Wachstum dienen können [1, 2].

Ergänzungen zur Vergleichsuntersuchung beider AFM-Sondenarten (Abschnitt

5.1.3)

Die Strukturuntersuchungen der Wachstumsfronten erfolgten sowohl mit den PeakForce-

HiRs-F-A AFM-Sonden als auch mit den ScanAsyst-Air AFM-Sonden. Im Folgenden

�nden sich die dreidimensionalen Rekonstruktionen (3D-Rekonstruktionen) der in Ab-

schnitt 5.1.3 gezeigten AFM-Höhenbilder. Diese Höhenbilder wurden hier jedoch mit den

ScanAsyst-Air AFM-Sonden aufgenommen.
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Abbildung 97: Dreidimensionale Rekonstruktionen der in Abb. 42 dargestellten Höhen-
signale. Scan�ächen: (A) 5, 0 µm · 5, 0 µm, (B) 5, 0 µm · 5, 0 µm und (C) 5, 0 µm · 5, 0 µm.
Die 3D-Rekonstruktionen sind im Vergleich zu den Höhenbildern um einen Winkel von
16 ° nach rechts gedreht. Jeweils ein �stack of coins� (schwarze Pfeile) und die einzelnen
Aragonitplättchen sind sichtbar. Die netzwerkartige Struktur der organischen Matrix auf
den Aragonitplättchen (blaue Pfeile in (A)) und zwischen den �stacks of coins� (gelbe und
grüne Pfeile sowie roter und weiÿer Pfeil) ist nicht erkennbar.
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10.3 Ergänzende Informationen zum Abschnitt 5.2 �Beobachtung

des induzierten Wachstums auf ��at pearl�-Ober�ächen�

In diesem Abschnitt sind ergänzende Informationen und weitere AFM-Aufnahmen zur

direkten Beobachtung des Wachstums von Calciumcarbonatkristallen auf den Wachstums-

fronten gezeigt. Die Darstellung und die Erklärung der Wachstumsexperimente auf den

��at pearl�-Ober�ächen erfolgten in Abschnitt 5.2.

Ergänzungen zum zweiten Wachstumsexperiment (Abschnitt 5.2.2)

Im Folgenden �nden sich die Wachstumsgeschwindigkeiten der Kristalle in nm
min

und die 3D-

Rekonstruktionen aller dargestellten Höhensignale zum zweiten Wachstumsexperiment.

Wachstumsgeschwindigkeiten in nm
min

bei der Konzentration
von 3,2mM über den
Zeitraum von 49min
(Bild (D1) bis kurz
vor dem Austausch)

bei der Konzentration
von 3,8mM über den
Zeitraum von 29min
(Bilder (F1) bis (G1))

bei der Konzentration
von 3,8mM über den
Zeitraum von 163min
(Bilder (F1) bis (P1))

Calcium-
carbonat-
kristall

(1) 1, 3± 0, 5 3, 4± 0, 9 1, 7± 0, 2
(2) 0, 9± 0, 4 3, 3± 0, 9 2, 2± 0, 2
(3) ������ 4, 0± 1, 0 2, 3± 0, 2
(4) 1, 0± 0, 5 3, 4± 0, 9 1, 7± 0, 2
(5) 1, 6± 0, 5 3, 7± 1, 0 1, 7± 0, 2
(6) 0, 9± 0, 5 4, 0± 1, 0 1, 3± 0, 2
(7) ������ 2, 6± 0, 8 2, 2± 0, 2
(8) ������ 2, 4± 0, 8 1, 9± 0, 2
(9) ������ 1, 7± 0, 8 1, 4± 0, 2
(10) ������ 1, 9± 0, 8 1, 5± 0, 2
(11) ������ 2, 0± 0, 8 0, 7± 0, 1
(12) ������ 3, 4± 0, 9 1, 1± 0, 1
(13) 1, 0± 0, 4 2, 2± 0, 8 1, 0± 0, 1
(14) ������ 3, 7± 1, 0 1, 4± 0, 2
(15) ������ 2, 5± 0, 8 1, 3± 0, 2
(16) ������ 1, 7± 0, 8 1, 3± 0, 2
(17) 1, 0± 0, 4 2, 8± 0, 8 1, 2± 0, 1
(18) ������ 3, 1± 0, 9 2, 1± 0, 2
(19) ������ 1, 9± 0, 8 1, 5± 0, 2
(20) 1, 0± 0, 5 3, 5± 1, 0 ������

Tabelle 19: Zweites Wachstumsexperiment auf einer ��at pearl�-Ober�äche: aus den Höhen-
bildern der Abb. 48 und 49 ermittelte Wachstumsgeschwindigkeiten der CaCO3−Kristalle
(siehe Tabelle 6) in nm

min
.
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Abbildung 98: Dreidimensionale Rekonstruktionen aller in Abb. 48 dargestellten Höhen-
signale. Die 3D-Rekonstruktionen sind im Vergleich zu den Höhenbildern um einen Win-
kel von 15 ° nach rechts gedreht. Die Bilder (A) bis (H) mit der Scan�äche von jeweils
5, 0 µm · 5, 0 µm zeigen denselben Probenbereich über 191 Minuten. Die Konzentrationen
der CaCO3−Lösung in der Petrischale betrugen: (A) 0, 9mM, (B) bis (C) 2, 3mM, (D)
bis (E) 3, 2mM und (F) bis (H) 3, 8mM. Mehrere auf der Probenober�äche gewachsene
CaCO3−Kristalle sind mit verschiedenfarbigen Pfeilen und Dreiecken markiert.
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Abbildung 99: Dreidimensionale Rekonstruktionen aller in Abb. 49 gezeigten Höhensignale.
Die 3D-Rekonstruktionen sind im Vergleich zu den Höhenbildern um einen Winkel von
15 ° nach rechts gedreht. Die Bilder (I) bis (P) mit der Scan�äche von jeweils 5, 0 µm ·
5, 0 µm zeigen denselben Probenbereich wie in Abb. 98 über weitere 106 Minuten. Die
Konzentration der CaCO3−Lösung in der Petrischale betrug von (I) bis (P) 3, 8mM. Die
verschiedenfarbigen Dreiecke und Pfeile markieren dieselben CaCO3−Kristalle wie in Abb.
98. Die Beschreibung dieses Wachstumsexperiments �ndet sich in Abschnitt 5.2.2.
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10.4 Ergänzende Informationen zum Abschnitt 5.3 �Charakteri-

sierung der Perlmuttspalt�ächen mittels AFM�

In diesem Abschnitt �nden sich ergänzende Informationen und weitere AFM-Aufnahmen

zur Untersuchung und Charakterisierung der Ober�ächenstruktur von frisch gespaltenen

Perlmuttober�ächen (Perlmuttspalt�ächen), deren Gewinnung aus Schalen von Meeres-

schnecken der ArtHaliotis tuberculata erfolgte. Die Strukturuntersuchungen der Perl�mutt-

spalt�ächen und die daraus erhaltenen Erkenntnisse wurden in Abschnitt 5.3 beschrieben.

Ergänzungen zur Charakterisierung der Ober�ächenstruktur (Abschnitt 5.3.1)

Im Folgenden ist eine weitere dreidimensionale Rekonstruktion (3D-Rekonstruktion) ei-

nes bereits in Abschnitt 5.3.1 dargestellten AFM-Höhensignals gezeigt. Die Aufnahme des

Höhenbildes erfolgte mit einer ScanAsyst-Air AFM-Sonde. Zusätzlich sind weitere Bilder,

die beispielhaft die Ermittlung der Höhen einzelner Aragonitplättchen bei den frisch ge-

spaltenen Perlmuttober�ächen zeigen, zu sehen.

Abbildung 100: Dreidimensionale Rekonstruktion des in Abb. 57 dargestellten Höhen-
signals (A1). Scan�äche: (A) 5, 0 µm · 5, 0 µm. Die 3D-Rekonstruktion ist im Vergleich
zum Höhenbild um einen Winkel von 170 ° nach rechts gedreht. Zwei direkt übereinander
angeordnete Aragonitschichten sind beobachtbar, wobei der rote Pfeil die untere Schicht
und der blaue Pfeil die obere Schicht markiert. Jede dieser Aragonitschichten besteht
dabei aus polygonal geformten Aragonitplättchen [4]. Die schwarzen Pfeile kennzeichnen
den Verlauf der Kanten von den aneinandergrenzenden, in der oberen Schicht be�ndlichen
Plättchen. In der Ober�äche eines der oberen Aragonitplättchen ist eine Vertiefung bzw.
ein Loch (weiÿes Dreieck) sichtbar.
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Abbildung 101: Beispielhafte Vermessung der Höhe eines einzelnen Aragonitplättchens bei
einer frisch gespaltenen Perlmuttober�äche. In (A) ist ein AFM-Höhenbild aus Abb. 57
dargestellt. (B) zeigt das Höhenpro�l, das entlang der in (A) eingezeichneten blauen Linie
verläuft. Diese blaue Linie ist zusätzlich mit einem blauen Pfeil hervorgehoben. Die zwei
roten, vertikalen Linien in (B) kennzeichnen exemplarisch die zwei Markerpositionen zur
Bestimmung der Höhendi�erenz zwischen den mit (1) und (2) markierten Aragonitplätt-
chen. Die Höhendi�erenz wurde 16-mal an mehreren verschiedenen Stellen entlang dieses
Höhenpro�ls ermittelt. Anschlieÿend erfolgte die Ausmessung der Höhe des Aragonitplätt-
chens (2) jeweils wiederum 16-mal an verschiedenen Stellen entlang drei weiterer ausge-
wählter Höhenpro�le, die hier nicht gezeigt sind. Aus allen erhaltenen Höhendi�erenzen
wurde danach der Mittelwert berechnet.

10.5 Ergänzende Informationen zum Abschnitt 5.4 �Beobachtung

des induzierten Wachstums auf Perlmuttspalt�ächen�

In diesem Abschnitt �nden sich weitere AFM-Aufnahmen zur direkten Beobachtung des

Wachstums von Calciumcarbonat auf den frisch gespaltenen Perlmuttober�ächen. Die Dar-

stellung und die Erklärung der Wachstumsexperimente auf den Perlmuttspalt�ächen er-

folgten in Abschnitt 5.4.

Ergänzungen zum ersten Wachstumsexperiment auf einer Perlmuttspalt�äche

(Abschnitt 5.4.1)

Im Folgenden �nden sich weitere Angaben (Wachstumsgeschwindigkeiten in nm
min

) und wei-

tere Bilder (dreidimensionale Rekonstruktionen der gezeigten Höhensignale) zum ersten

Wachstumsexperiment. Bei diesem Wachstumsexperiment konnte das induzierte Wachs-

tum von Calciumcarbonatkristallen auf der frisch gespaltenen Perlmuttober�äche direkt

mit dem AFM beobachtet werden.
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Abbildung 102: Dreidimensionale Rekonstruktionen aller in Abb. 65 gezeigten Höhen-
signale. Die 3D-Rekonstruktionen sind im Vergleich zu den Höhenbildern um einen Winkel
von 15 ° nach rechts gedreht. Die Bilder (A) bis (H) mit der Scan�äche von jeweils
3, 0 µm · 3, 0 µm zeigen denselben Probenbereich über 348 Minuten. Die Konzentrationen
der CaCO3−Lösung in der Petrischale betrugen: (A) 0, 9mM, (B) 1, 9mM, (C) 2, 6mM
und (D) bis (H) 3, 1mM. Die weiÿen Pfeile kennzeichnen drei CaCO3−Kristalle, die im
unteren Teil des abgebildeten Probenbereichs gewachsen sind.
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Abbildung 103: Dreidimensionale Rekonstruktionen aller in Abb. 66 gezeigten Höhen-
signale. Nach der Aufnahme des Bildes (H) wurde der untere Bereich der in Abb. 102 dar-
gestellten Probenober�äche vergröÿert untersucht. Die Bilder (I) bis (P) mit der Scan�äche
von jeweils 1, 76 µm · 1, 76 µm zeigen diesen Probenbereich über einen Zeitraum von weite-
ren 110 Minuten. Die Konzentrationen der CaCO3−Lösung in der Petrischale betrugen: (I)
bis (J) 3,1mM und (K) bis (P) 3,4mM. Die roten, grünen und blauen Pfeile kennzeichnen
dieselben CaCO3−Kristalle wie in Abb. 66 (Details siehe Abschnitt 5.4.1).
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Wachstumsgeschwindigkeiten in nm
min

bei der Konzentration von
3,4mM über den Zeitraum von
29min (Bilder (K1) bis (M1))

bei der Konzentration von
3,4mM über den Zeitraum von
74min (Bilder (K1) bis (P1))

Calciumcar-
bonatkristall

(1) 0, 24± 0, 18 0, 30± 0, 06
(2) 0, 24± 0, 18 0, 24± 0, 06
(3) 0, 18± 0, 12 0, 18± 0, 12
(4) 0, 18± 0, 12 0, 24± 0, 06
(5) ������ 0, 18± 0, 06
(6) 0, 24± 0, 18 0, 24± 0, 06
(7) ������ 0, 24± 0, 06
(8) ������ 0,18± 0, 06
(9) 0, 24± 0, 12 0, 18± 0, 06
(10) ������ 0, 30± 0, 06
(11) 0, 18± 0, 12 0, 24± 0, 06
(12) 0, 36± 0, 18 0, 60± 0, 06
(13) 0, 48± 0, 18 0, 54± 0, 06
(14) 0, 48± 0, 18 0, 60± 0, 06
(15) ������ 0, 48± 0, 06
(16) 0, 60± 0, 18 0, 60± 0, 06
(17) 0, 42± 0, 18 0, 42± 0, 06
(18) 0, 42± 0, 18 0, 54± 0, 06
(19) ������ 0, 60± 0, 06
(20) 0, 66± 0, 18 0, 66± 0, 06

Tabelle 20: Erstes Wachstumsexperiment auf einer Perlmuttspalt�äche: berechnete Wachs-
tumsgeschwindigkeiten der CaCO3−Kristalle (siehe Tabelle 8) in nm

min
. Die Ermittlung der

Wachstumsgeschwindigkeiten erfolgte aus den Höhenbildern in Abb. 65 und 66.

Ergänzung zum zweiten Wachstumsexperiment auf einer Perlmuttspalt�äche

(Abschnitt 5.4.2)

Im Folgenden �nden sich weitere Angaben (Wachstumsgeschwindigkeiten in nm
min

) und wei-

tere Bilder (dreidimensionale Rekonstruktionen der gezeigten Höhensignale) zum zweiten

Wachstumsexperiment, bei dem ebenfalls die direkte Beobachtung des induzierten Wachs-

tums von Calciumcarbonat auf der frisch präparierten Perlmuttspalt�äche mit dem AFM

gelang.
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Abbildung 104: Dreidimensionale Rekonstruktionen aller in Abb. 72 gezeigten Höhen-
signale. Die 3D-Rekonstruktionen sind im Vergleich zu den Höhenbildern um einen Win-
kel von 15 ° nach rechts gedreht. Die Bilder (A) bis (H) mit der Scan�äche von jeweils
3, 2 µm · 3, 2 µm zeigen denselben Probenbereich über einen Zeitraum von 263 Minuten.
Die Konzentrationen der CaCO3−Lösung in der Petrischale betrugen: (A) 0,9mM, (B)
1,9mM, (C) 2,6mM, (D) bis (E) 3,1mM und (F) bis (H) 3,4mM. Die verschiedenfarbigen
Pfeile markieren auf der Probenober�äche gewachsene CaCO3−Kristalle.
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Wachstumsgeschwindigkeiten in nm
min

bei der Konzentration von
3,1mM über den Zeitraum von
59min (kurz nach dem dritten
Austausch bis kurz vor dem

vierten Austausch)

bei der Konzentration von
3,4mM über den Zeitraum
von 42min (Bilder (F1) bis

(H1))

Calciumcar-
bonatkristall

(1) 0, 12± 0, 06 0, 12± 0, 06
(2) 0, 30± 0, 06 ������
(3) 0, 24± 0, 06 0, 24± 0, 12
(4) 0, 24± 0, 06 0, 18± 0, 06
(5) ������ 0, 18± 0, 06
(6) 0, 18± 0, 06 0, 24± 0, 12
(7) 0, 12± 0, 06 0, 18± 0, 06
(8) ������ 0, 54± 0, 12
(9) ������ 0, 48± 0, 12
(10) 0, 12± 0, 06 0, 12± 0, 06
(11) 0, 18± 0, 06 0, 36± 0, 12
(12) 0, 24± 0, 06 1, 14± 0, 12
(13) 0, 12± 0, 06 0, 36± 0, 12
(14) 0, 54± 0, 06 1, 86± 0, 18

Tabelle 21: Zweites Wachstumsexperiment auf einer Perlmuttspalt�äche: aus den Höhen-
bildern der Abb. 72 ermittelte Wachstumsgeschwindigkeiten der CaCO3−Kristalle (siehe
Tabelle 10) in nm

min
.

Ergänzungen zum dritten Wachstumsexperiment auf einer Perlmuttspalt�äche

(Abschnitt 5.4.3)

Im Folgenden �nden sich weitere Informationen (Wachstumsgeschwindigkeiten in nm
min

und

dreidimensionale Rekonstruktionen aller gezeigten Höhensignale) zum dritten Wachstums-

experiment. Dabei gelang auch die Beobachtung des induzierten Wachstums von Calcium-

carbonat auf der frisch gespaltenen Perlmuttober�äche mit dem AFM.
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Abbildung 105: Dreidimensionale Rekonstruktionen aller in Abb. 81 gezeigten Höhen-
signale. Die 3D-Rekonstruktionen sind im Vergleich zu den Höhenbildern um einen Winkel
von 15 ° nach rechts gedreht. Die Bilder (A) bis (H) mit der Scan�äche von jeweils
2, 9 µm · 2, 9 µm zeigen denselben Probenbereich über einen Zeitraum von 310 Minuten.
Die Konzentrationen der CaCO3−Lösung in der Petrischale betrugen: (A) 0,9mM, (B)
1,9mM, (C) 2,6mM, (D) 3,1mM und (E) bis (H) 3,4mM. Die verschiedenfarbigen Pfeile
kennzeichnen viele auf der Probenober�äche gewachsene CaCO3−Kristalle.
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Wachstumsgeschwindigkeiten in nm
min

bei der Konzentration von 3,4mM über
den Zeitraum von 85min (kurz nach dem
vierten Austausch bis zum Bild (H1))

Calciumcar-
bonatkristall

(1) 1, 6± 0, 2
(2) 1, 6± 0, 2
(3) 1, 1± 0, 1
(4) 1, 5± 0, 2
(5) 1, 5± 0, 2
(6) 1, 5± 0, 2
(7) 0, 6± 0, 1
(8) 0, 6± 0, 1
(9) 1, 1± 0, 1
(10) 1, 1± 0, 1
(11) 0, 9± 0, 1
(12) 0, 9± 0, 1
(13) 1, 2± 0, 1
(14) 1, 3± 0, 2
(15) 1, 3± 0, 2
(16) 1, 7± 0, 2
(17) 2, 2± 0, 2
(18) 1, 7± 0, 2
(19) 1, 4± 0, 2
(20) 1, 6± 0, 2

Tabelle 22: Drittes Wachstumsexperiment auf einer Perlmuttspalt�äche: aus den Höhen-
bildern der Abb. 81 ermittelte Wachstumsgeschwindigkeiten der CaCO3−Kristalle (siehe
Tabelle 13) in nm

min
.

Ergänzungen zu den weiteren Wachstumsexperimenten auf Perlmuttspalt�ächen

(Abschnitt 5.4.4)

Im Folgenden sind zusätzliche Angaben und Bilder zu den in Abschnitt 5.4.4 beschrie-

benen Wachstumsexperimenten, die auf weiteren frisch gespaltenen Perlmuttober�ächen

durchgeführt wurden, zu �nden. Dabei gelang jeweils die Beobachtung des induzierten

Wachstums von Calciumcarbonatkristallen auf den Perlmuttspalt�ächen.



276 Literatur

Abbildung 106: Dreidimensionale Rekonstruktionen der in Abb. 85 dargestellten Höhen-
signale. Scan�ächen: (A) 5, 0 µm · 5, 0 µm und (B) 2, 0 µm · 2, 0 µm. Die 3D-Rekonstruk-
tionen sind im Vergleich zu den Höhenbildern um einen Winkel von 170 ° nach rechts
gedreht. In (A) sind mehrere übereinanderliegende Aragonitplättchen (schwarzer, roter
und blauer Pfeil sowie weiÿe Pfeile) beobachtbar. Die beiden mit weiÿen Pfeilen markierten
Aragonitplättchen liegen in einer Schicht und stoÿen bereits teilweise aneinander. Zwischen
diesen zwei Aragonitplättchen existiert ein gröÿerer Spalt (grüner Pfeil). (B) zeigt insbe-
sondere den Bereich um diesen Spalt vergröÿert. Dort sind sowohl die Kanten der zwei
unteren, mit weiÿen Pfeilen markierten, Plättchen als auch die Kante des darüberliegen-
den, mit blauem Pfeil gekennzeichneten, Aragonitplättchens besser erkennbar. Auf diesem
in (B) gezeigten Bereich der Probenober�äche sollte das Wachstum von CaCO3−Kristallen
direkt beobachtet werden.
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Abbildung 107: Zeitstrahl des genauen Ablaufs beim vierten in Abb. 86 gezeigten Wachs-
tumsexperiment auf einer frisch gespaltenen Perlmuttober�äche. Hier sind die verwen-
deten Konzentrationen der CaCO3−Lösung in der Petrischale, die jeweils zwischen den
Bildern (A) bis (C) vergangenen Zeitspannen, die Zeitpunkte der Bildaufnahmen und der
Austausche der CaCO3−Lösungen sowie die gesamte Laufzeit des Wachstumsexperiments
angegeben.
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Abbildung 108: Dreidimensionale Rekonstruktionen der in Abb. 86 dargestellten Höhen-
signale. Scan�ächen: (B) 2, 0 µm·2, 0 µm und (C) 2, 0 µm·2, 0 µm. Die 3D-Rekonstruktionen
sind im Vergleich zu den Höhenbildern um einen Winkel von 170 ° nach rechts gedreht. (B)
und (C) zeigen nahezu denselben Probenbereich zu verschiedenen Zeitpunkten. Die Höhe
wurde bei beiden Bildern gleich skaliert, sodass diese miteinander verglichen werden kön-
nen. (B) zeigt die Probenober�äche in 3ml einer 1mM CaCO3−Lösung vor Initiierung des
Kristallwachstums. Dort ist der Spalt (grüner Pfeil) zwischen den in der unteren Schicht
nebeneinanderliegenden Aragonitplättchen sichtbar. Zusätzlich sind auch die Kanten die-
ser zwei Aragonitplättchen und des darüberliegenden Plättchens gut erkennbar. (C) stellt
diesen Ober�ächenbereich nach einem Zeitraum von 127 Minuten dar. Während dieser
Zeitspanne wurde zweimal jeweils 1ml der CaCO3−Lösung aus der Petrischale gegen 1ml
einer höher übersättigten 4mM CaCO3−Lösung ausgetauscht (Details siehe Abb. 107).
Bis zur Aufnahme des Bildes (C) hat sich der abgebildete Probenbereich nur marginal
verschoben.
Das Calciumcarbonat ist insbesondere im Bereich des zuvor beobachteten Spalts zwischen
den Aragonitplättchen und an den Kanten der Plättchen (blaue und rote Dreiecke) ge-
wachsen.
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Abbildung 109: AFM-Aufnahmen der ursprünglich frisch gespaltenen Perlmuttober�äche
aus Abb. 85 in 3ml der nun 2,7mM CaCO3−Lösung aufgenommen mit der höheren Auf-
lösung von 256 x 256Pixel. Die Bildaufnahme erfolgte nach der Aufnahme des Bildes (C)
aus Abb. 86. Das linke Bild (Index 1) zeigt das Höhensignal und das rechte Bild (Index 2)
das entsprechende Fehlersignal. Im Vergleich zu den Bildern in Abb. 85, 86, 106 und 108
wurde die Höhenskala hier von 1,7 µm auf 1,1 µm geändert. Die weiÿen Pfeile markieren
hier wieder die zwei bereits zuvor beobachteten, in der unteren Schicht liegenden Arago-
nitplättchen.
Das Wachstum des Calciumcarbonats fand vor allem im Bereich um den Spalt statt (blaue
Dreiecke), der zwischen den zwei unteren nebeneinanderliegenden Aragonitplättchen vor
Initiierung des Kristallwachstums existierte.
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Abbildung 110: Dreidimensionale Rekonstruktionen aller in Abb. 87 dargestellten Hö-
hensignale. Die 3D-Rekonstruktionen sind im Vergleich zu den Höhenbildern um einen
Winkel von 15 ° nach rechts gedreht. Die Bilder (A) bis (H) mit der Scan�äche von jeweils
2, 5 µm · 2, 5 µm zeigen denselben Probenbereich über 361 Minuten. Die Konzentrationen
der CaCO3−Lösung in der Petrischale betrugen: (A) 0,9mM, (B) 1,9mM, (C) bis (E)
2,6mM, (F) 2,8mM und (G) bis (H) 3,0mM. Die blauen Pfeile kennzeichnen mehrere auf
dem oberen Aragonitplättchen gewachsene CaCO3−Kristalle (siehe Abschnitt 5.4.4).
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Abbildung 111: Zeitstrahl des genauen Ablaufs beim fünften in Abb. 87 dargestellten
Wachstumsexperiment auf einer frisch gespaltenen Perlmuttober�äche. Hier sind die ver-
wendeten Konzentrationen der CaCO3−Lösung in der Petrischale, die zwischen den ge-
zeigten Bildern vergangenen Zeitspannen, die Zeitpunkte der Bildaufnahmen und der Aus-
tausche der CaCO3−Lösungen sowie die gesamte Laufzeit des Wachstumsexperiments an-
gegeben.
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Abbildung 112: Weitere REM-Aufnahmen unterschiedlicher, ausgewählter Bereiche der
bereits in Abb. 92 gezeigten ursprünglich frisch gespaltenen Perlmuttober�äche nach dem
AFM-Wachstumsexperiment (siehe Abb. 89 und 90). Scan�ächen: (A) 209 µm · 279 µm,
(B) 104 µm · 139 µm, (C) 33 µm · 43 µm, (D) 14 µm · 19 µm, (E) 7 µm · 9 µm und (F) 10 µm ·
13 µm; Beschleunigungsspannung: 1,0 kV; Aperturblende: 30 µm; Neigungswinkel des Pro-
bentisches: 0 °. Der in (C) grün gekennzeichnete Bereich ist in (D) vergröÿert dargestellt.
Auf der Probenober�äche existieren sowohl Bereiche, in denen die CaCO3−Kristalle mit
hohen Ober�ächendichten gewachsen sind (grüne Pfeile in (A) und (B) sowie rote Pfeile
in (C)), als auch Bereiche, in denen weniger CaCO3−Kristalle vorhanden sind (gelbe
Pfeile in (C) und blaue Pfeile in (D)). Die verschiedenfarbigen Dreiecke in (E) markieren
beispielhaft einzelne nadelförmige CaCO3−Kristalle.
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Abbildung 113: Weitere REM-Aufnahmen der bereits in Abb. 92 und 112 gezeigten Perl-
muttspalt�äche unter einem Neigungswinkel des Probentisches von 22,9 ° zur besseren
Beobachtung der Form der während des AFM-Wachstumsexperiments (siehe Abb. 89 und
90) gewachsenen CaCO3−Kristalle. Scan�ächen: (A) 44 µm · 59 µm, (B) 21 µm · 27 µm,
(C) 28 µm · 37 µm, (D) 8 µm · 10 µm, (E) 7 µm · 10 µm und (F) 4 µm · 5 µm; Beschleu-
nigungsspannung: 1,0 kV; Aperturblende: 30 µm. Der in (A) rot markierte Bereich ist in (B)
vergröÿert dargestellt und (D) zeigt eine Nahaufnahme des in (C) blau gekennzeichneten
Bereichs. Die auf den Plättchenober�ächen gewachsenen CaCO3−Kristalle (z. B. grüne
Pfeile in (B) und gelbe Pfeile in (D)) weisen eindeutig nadelartige Formen auf. Nadelartig
bzw. nadelförmig bedeutet hier, dass die Höhen der Kristalle wesentlich gröÿer sind als
deren Breiten bzw. laterale Ausdehnungen.
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10.6 Materialliste

Für alle Experimente

- Ethanol:

Ethanol absolut, ≥ 99, 8% (ACS, Reag. Ph. Eur. zur Analyse), CAS-Nummer: 64-17-5,

C2H5OH
(
M = 46, 07 g

mol

)
; VWR Chemicals, VWR International S.A.S.;

94126 Fontenay-sous-Bois, Frankreich

- Handschuhe:

Peha-softr, puderfrei; Paul Hartmann AG; 89522 Heidenheim, Deutschland

- Para�lm:

VWR International, LLC; Radnor, PA 19087, USA

- Pasteurpipetten:

(1) aus Glas, für den Einmalgebrauch, 150mm Länge; Brand GmbH+Co. KG;

97877 Wertheim, Deutschland

(2) aus Glas, für den Einmalgebrauch, 230mm Länge; Brand GmbH+Co. KG;

97877 Wertheim, Deutschland

- Pipettenspitzen:

(1) epT.I.P.S.r, 2 µl - 200 µl Volumen; Eppendorf AG; 22339 Hamburg, Deutschland

(2) epT.I.P.S.r, 50 µl - 1000 µl Volumen; Eppendorf AG; 22339 Hamburg, Deutschland

- Reinstwasser:

deionisiertes Wasser mit einem spezi�schen Widerstand von 18,2MΩ · cm [4], Milli-Q,

Millipak 20, Academic, Q-Gard 2, 0,22 µm; Merck KGaA; 64293 Darmstadt, Deutsch-

land

- Tücher:

Wisch�x, dreilagige hochweiÿe Haushaltstücher aus 100% chlorfrei gebleichtem Zellsto�;

Fripa; 63897 Miltenberg, Deutschland

- Tücher (fusselfrei):

VWRr Light-Duty Tissue Wipers (VWRr einfache Tissue-Wischer), einlagige weiÿe

Wischer, Abmessungen: 11,4 cm · 21,0 cm; VWR International, LLC; Radnor, PA 19087,

USA



10.6 Materialliste 285

Herstellung der Calciumcarbonat-Lösungen

- Calciumchlorid:

getrocknet und gepulvert, LOT-Nummer: 8E001825, CAS-Nummer: 10043-52-4,

CaCl2
(
M = 110, 99 g

mol

)
; BioChemica.Chemica.Synthesis.Service, AppliChem GmbH;

64291 Darmstadt, Deutschland

- Laborglas�aschen:

(1) Duranr, 500ml Volumen; DWK Life Sciences GmbH; 55122 Mainz, Deutschland

(2) Duranr, 1000ml Volumen; DWK Life Sciences GmbH; 55122 Mainz, Deutschland

- Messzylinder:

Duranr, 250ml Volumen; DWK Life Sciences GmbH; 55122 Mainz, Deutschland

- Natriumhydrogencarbonat:

LOT-Nummer: 6K006433, CAS-Nummer: 144-55-8, NaHCO3

(
M = 84, 01 g

mol

)
;

BioChemica.Chemica.Synthesis.Service, AppliChem GmbH; 64291 Darmstadt,

Deutschland

- Salzsäure:

37% (Reag. Ph. Eur. zur Analyse), CAS-Nummer: 7647-01-0, HCl
(
M = 36, 46 g

mol

)
;

VWR Chemicals, VWR International S.A.S.; 94126 Fontenay-sous-Bois, Frankreich

- Wägepapier:

MN 226, transparent, Abmessungen: 9,0 cm · 11,5 cm; Macherey-Nagel GmbH & Co.

KG; 52355 Düren, Deutschland

Proteinpräparationen

Proteinpräparation der löslichen organischen Matrix

- Citronensäure-Monohydrat:

CAS-Nummer: 5949-29-1, citric acid monohydrate
(
M = 210, 14 g

mol

)
;

Sigma-Aldrich Chemie GmbH; 89555 Steinheim, Deutschland

- Dialyseschläuche:

SpectrumTM Spectra/PorTM Dialysemembranschläuche, molecular weight cut-o�

(MWCO) of 3500Da, 54mm Flachbreite, 34mm Durchmesser; Spectrum

Laboratories, Inc.; Rancho Dominguez, CA 90220, USA
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- Essigsäure:

99,8% (ACS, Reag. Ph. Eur. zur Analyse), CAS-Nummer: 64-19-7, C2H4O2(
M = 60, 05 g

mol

)
; VWR Chemicals, VWR International S.A.S.; 94126 Fontenay-

sous-Bois, Frankreich

- Natriumazid:

CAS-Nummer: 26628-22-8, NaN3

(
M = 65, 01 g

mol

)
; Sigma-Aldrich Chemie GmbH;

89555 Steinheim, Deutschland

- Natriumcitrat:

CAS-Nummer: 6132-04-3, sodium citrate tribasic dihydrate
(
M = 294, 10 g

mol

)
;

Sigma-Aldrich Chemie GmbH; 89555 Steinheim, Deutschland

- Natriumhypochloritlösung:

12%, CAS-Nummer: 7681-52-9, NaClO in H2O
(
MNaClO = 74, 45 g

mol

)
; Carl Roth

GmbH+Co. KG; 76185 Karlsruhe, Deutschland

- Schneckenschalen:

Art:Haliotis laevigata; Australian Abalone Exports Pty. Ltd. (Fred Glasbrenner);

Laverton North, VIC 3026, Australien

- Steril�lter:

(1) 0,45 µm Porengröÿe, Duraporer-Membran�lter, PVDF-Membran, Typ HVLP;

Merck Millipore Ltd.; Tullagreen, Carrigtwohill, Co. Cork T45 KD29, Irland

(2) 0,22 µm Porengröÿe, Duraporer-Membran�lter, PVDF-Membran,Typ GVWP;

Merck Millipore Ltd.; Tullagreen, Carrigtwohill, Co. Cork T45 KD29, Irland

- Zentrifugenröhrchen:

(1) Falconr, aus Polypropylen, steril, konisches Röhrchen, 15ml Volumen;

Corning Science México S.A. de C.V.; Reynosa, Tamaulipas 88736, Mexiko

(2) Falconr, aus Polypropylen, steril, konisches Röhrchen, 50ml Volumen;

Corning Science México S.A. de C.V.; Reynosa, Tamaulipas 88736, Mexiko

Proteinpräparation für AFM-Untersuchungen

- Dialyseschläuche:

SpectrumTM Spectra/PorTM Dialysemembranschläuche, molecular weight cut-o�

(MWCO) of 3500Da, 18mm Flachbreite, 11,5mm Durchmesser; Spectrum

Laboratories, Inc.; Rancho Dominguez, CA 90220, USA
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- Natriumhydrogencarbonat:

LOT-Nummer: 6K006433, CAS-Nummer: 144-55-8, NaHCO3

(
M = 84, 01 g

mol

)
;

BioChemica.Chemica.Synthesis.Service, AppliChem GmbH; 64291 Darmstadt,

Deutschland

Bradford-Assay

- Einmalküvetten:

UV-Küvetten, halbmikro, Abmessungen: 12,5mm · 12,5mm · 45mm, 1,5ml Mindest-

füllvolumen; Brand GmbH+Co. KG; 97877 Wertheim, Deutschland

- Farbsto�:

Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate; Bio-Rad Laboratories GmbH;

85622 Feldkirchen, Deutschland

- Protein (für Kalibrierung):

Lysozym, from chicken egg white; Sigma-Aldrich Chemie GmbH; 89555 Steinheim,

Deutschland

SDS-PAGE (Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese)

- Antioxidant:

NuPAGE Antioxidant; InvitrogenTM; Carlsbad, CA 92008, USA

- Bromphenolblau:

CAS-Nummer: 115-39-9; Sigma-Aldrich Chemie GmbH; 89555 Steinheim,

Deutschland

- Dithiothreitol (DTT):

DL-Dithiothreitol, for molecular biology, CAS-Nummer: 3483-12-3; Sigma-Aldrich

Chemie GmbH; 89555 Steinheim, Deutschland

- Entfärbelösung:

Zusammensetzung: 50ml Methanol, 75ml Essigsäure, 875ml Reinstwasser [84, 195]

- Essigsäure:

99,8% (ACS, Reag. Ph. Eur. zur Analyse), CAS-Nummer: 64-19-7, C2H4O2(
M = 60, 05 g

mol

)
; VWR Chemicals, VWR International S.A.S.; 94126 Fontenay-

sous-Bois, Frankreich
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- Farbsto�:

Coomassie-Brillantblau G-250; Carl Roth GmbH+Co. KG; 76185 Karlsruhe,

Deutschland

- Färbelösung:

Zusammensetzung: 2,5 g Coomassie Blau G-250, 450ml Methanol, 90ml Essigsäure,

460ml Reinstwasser [84, 195]

- Gele:

NuPAGE 12% Bis-Tris-Gele; InvitrogenTM; Carlsbad, CA 92008, USA

- Glycerin:

wasserfrei, zur Analyse, CAS-Nummer: 56-81-5, C3H8O3 (M = 92, 10 g
mol

);

BioChemica.Chemica.Synthesis.Service, AppliChem GmbH; 64291 Darmstadt,

Deutschland

- Laufpu�er:

NuPAGE MES SDS running bu�er (MES � 2-(N-Morpholino)ethansulfonsäure,

SDS � Natriumdodecylsulfat); InvitrogenTM; Carlsbad, CA 92008, USA

- Methanol:

ACS, ISO, Reag. Ph. Eur. zur Analyse, CAS-Nummer: 67-56-1, CH4O(
M = 32, 04 g

mol

)
; Merck KGaA; 64293 Darmstadt, Deutschland

- Natriumdodecylsulfat (SDS):

CAS-Nummer: 151-21-3, sodium dodecyl sulfate, C12H25NaO4S
(
M = 288, 38 g

mol

)
;

BioChemica.Chemica.Synthesis.Service, AppliChem GmbH; 64291 Darmstadt,

Deutschland

- Probenpu�er (Laemmli-Pu�erlösung):

zweifach konzentriert, Zusammensetzung: 130mM Tris/HCl (pH 6,8), 6,6% SDS,

20% Glycerin, 10% DTT, 0,01% (w/v) Bromphenolblau [84, 195]

- Proteinmarker:

Mark12TM Unstained Standard; InvitrogenTM; Carlsbad, CA 92008, USA

- Reaktionsgefäÿe:

Eppendorf Safe-Lock Tubes, farblos, 1,5ml Volumen; Eppendorf AG;

22339 Hamburg, Deutschland
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- Salzsäure:

37% (Reag. Ph. Eur. zur Analyse), CAS-Nummer: 7647-01-0, HCl
(
M = 36, 46 g

mol

)
;

VWR Chemicals, VWR International S.A.S.; 94126 Fontenay-sous-Bois, Frankreich

- Spritze:

Hamilton Company; Reno, NV 89502, USA

- Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris):

CAS-Nummer: 77-86-1, C4H11NO3

(
M = 121, 14 g

mol

)
; Sigma-Aldrich Chemie GmbH;

89555 Steinheim, Deutschland

- Trockenklemmen:

InvitrogenTM; Carlsbad, CA 92008, USA

- Trockenlösung:

Zusammensetzung: 50ml Glycerin, 75ml Ethanol absolut, 375ml Reinstwasser [195]

Probenpräparation

Herstellung der ��at pearls�

- Deckgläser:

(1) Menzel-Gläser, rund, 10mm Durchmesser; Thermo Fisher Scienti�c, Gerhard

Menzel B.V. & Co. KG; 38116 Braunschweig, Deutschland

(2) Menzel-Gläser, rund, 12mm Durchmesser; Thermo Fisher Scienti�c, Gerhard

Menzel B.V. & Co. KG; 38116 Braunschweig, Deutschland

- Einmalspritzen:

(1) Injektr-Solo, zweiteilig, Luer-Ansatz, 10ml Volumen; B. Braun Melsungen AG;

34212 Melsungen, Deutschland

(2) Injektr-Solo, zweiteilig, Luer-Ansatz, 20ml Volumen; B. Braun Melsungen AG;

34212 Melsungen, Deutschland

- Meeresschnecken:

Art:Haliotis tuberculata; Scea France Haliotis; 29880 Plouguerneau, Frankreich

- Meerwasser:

Alfred-Wegener-Institut, Helmholtz-Zentrum für Polar- und Meeresforschung (AWI);

27570 Bremerhaven, Deutschland
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- Petrischalen:

(1) aus Polystyrol, transparent, steril, 35mm Durchmesser, 10mm Höhe, 10ml

maximales Volumen; Sarstedt AG & Co. KG; 51588 Nümbrecht, Deutschland

(2) aus Polystyrol, transparent, steril, 60mm Durchmesser, 15mm Höhe, 30ml

maximales Volumen; Sarstedt AG & Co. KG; 51588 Nümbrecht, Deutschland

- Spritzenvorsatz�lter:

Millexr-GV Filtereinheit, 0, 22 µm Porengröÿe, PVDF Membran; Merck Millipore

Ltd.; Tullagreen, Carrigtwohill, Co. Cork T45 KD29, Irland

Präparation für AFM-Untersuchungen

- Filterpapier:

Rund�lter, 110mm Durchmesser; Schleicher & Schuell BioScience GmbH;

37586 Dassel, Deutschland

- Glimmer:

Abmessungen: 150mm · 150mm, englisch: mica; Plano GmbH; 35578 Wetzlar,

Deutschland

- Objektträger:

Menzel-Gläser, reinweiÿes Glas, geschli�en, ohne Mattrand, Abmessungen:

76mm · 26mm · 1mm; Thermo Fisher Scienti�c, Gerhard Menzel B.V. &

Co. KG; 38116 Braunschweig, Deutschland

- Petrischalen:

aus Polystyrol, transparent, steril, 35mm Durchmesser, 10mm Höhe, 10ml

maximales Volumen; Sarstedt AG & Co. KG; 51588 Nümbrecht, Deutschland

- Zahnstocher:

Vivess; REWE-Zentral AG; Köln, Deutschland

- Zweikomponentenkleber:

(1) Epoxykleber, zwei Stunden Topfzeit, 10 Stunden Aushärtungszeit; Bindulin; H. L.

Schönleber GmbH; 90766 Fürth, Deutschland

(2) Epoxykleber, schnell aushärtend, lösungsmittelfrei, maximal vier Minuten Topfzeit,

fünf Minuten Abbindezeit; Bindulin; H. L. Schönleber GmbH; 90766 Fürth, Deutsch-

land
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Vorbereitungen für AFM-Untersuchungen

Reinigungsprozeduren

- Geschirrspülmittel:

Ultra Joy; Procter & Gamble; Cincinnati, OH 45202, USA

- Natriumchlorid:

CAS-Nummer: 7647-14-5, NaCl
(
M = 58, 44 g

mol

)
; BioChemica.Chemica.Synthesis.

Service, AppliChem GmbH; 64291 Darmstadt, Deutschland

- Wassersto�peroxid:

35%, CAS-Nummer: 7722-84-1, H2O2

(
M = 34, 01 g

mol

)
; Sigma-Aldrich Chemie

GmbH; 89555 Steinheim, Deutschland

AFM-Untersuchungen

- AFM-Sonden:

(1) PeakForce-HiRs-F-A; Bruker; Billerica, MA 01821, USA

(2) ScanAsyst-Air; Bruker; Billerica, MA 01821, USA

Präparation für ergänzende REM-Untersuchungen

- Edelkorundschleifstifte:

(1) 2,5mm Durchmesser, Zylinderform, gefertigt nach DIN 69 170, Nummer: 28 774;

www.proxxon.com

(2) 7,0mm Durchmesser, Konusform, gefertigt nach DIN 69 170, Nummer: 28 778;

www.proxxon.com

- Haftaufkleber:

(1) leitfähig, 12mm Durchmesser; Plano GmbH; 35578 Wetzlar, Deutschland

(2) leitfähig, 25mm Durchmesser; Plano GmbH; 35578 Wetzlar, Deutschland

- Klebeband:

kupferbeschichtet, leitfähig, 6,4mm Breite; Plano GmbH; 35578 Wetzlar,

Deutschland

- Petrischalen:

aus Polystyrol, transparent, steril, 60mm Durchmesser, 15mm Höhe, 30ml

maximales Volumen; Sarstedt AG & Co. KG; 51588 Nümbrecht, Deutschland
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- Probenteller:

rund, aus Aluminium, 32mm Durchmesser; Plano GmbH; 35578 Wetzlar,

Deutschland

- Spezialstiftprobenteller:

aus Aluminium; Plano GmbH; 35578 Wetzlar, Deutschland

- Stiftprobenteller:

aus Aluminium, 12,5mm Durchmesser; Plano GmbH; 35578 Wetzlar, Deutschland

- Trennsägeblätter:

aus Federstahl, 22mm Durchmesser, 0,1mm Dicke, Nummer: 28 830; www.proxxon.com

10.7 Geräteliste

- AFM (Rasterkraftmikroskop):

BioScope ResolveTM; Bruker; Billerica, MA 01821, USA

- Backenbrecher:

Pulverisette 1; Fritsch GmbH; 55743 Idar-Oberstein, Deutschland

- Elektrophoresesystem:

Consort EV231, X-Cell SureLockTM; InvitrogenTM; Carlsbad, CA 92008, USA

- Feinwaage (für Anorganik):

BP210D; Sartorius AG; 37079 Göttingen, Deutschland

- Feinwaage (für Organik):

CP225D; Sartorius AG; 37079 Göttingen, Deutschland

- Heizplatte: Maybaum

- Multifunktionswerkzeug:

Dremelr, Dremel Europe; 4825 BD Breda, Niederlande

- Plasmareiniger:

Ar+-Plasmareiniger (TPS 216); Binder Labortechnik; 85241 Hebertshausen, Deutsch-

land

- REM (Rasterelektronenmikroskop):

Aurigar series, Geminir; Carl Zeiss Microscopy Deutschland GmbH;

73446 Oberkochen, Deutschland
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- Schlammstrahler:

Typ WA 70, Strahlmittel: Aluminiumoxid-Partikel (Al2O3, 0,12mm bis 0,25mm

Durchmesser); Sigg Strahltechnik GmbH; 79787 Lauchringen, Deutschland

- Spektralphotometer:

CE 1021; Cecil Instruments Ltd.; CB24 6AZ Cambridge, UK

- Stereomikroskop:

Stemi 1000; Carl Zeiss Microscopy Deutschland GmbH; 73446 Oberkochen, Deutsch-

land

- UV-Lichtlampe:

Pen-Ray Lampe

- Vakuumzentrifuge:

Savant Speed Vac SPD121P; Schütt Labortechnik GmbH; 37079 Göttingen, Deutsch-

land

10.8 Softwareliste

- Igor:

WaveMetrics, Inc.; Lake Oswego, OR 97035, USA

- NanoScope Analysis:

Version 1.8; Bruker; Billerica, MA 01821, USA

10.9 Abkürzungsverzeichnis

Abkürzung Bedeutung

ACC amorphes Calciumcarbonat (englisch: amorphous calcium carbonate)

AE Augerelektronen

AFM Rasterkraftmikroskop (englisch: atomic force microscope)

AP Aragonitproteine (englisch: aragonite proteins)

Asp Asparaginsäure

BSE Rückstreuelektronen (englisch: backscattered electrons)

EDTA Ethylendiamintetraessigsäure

ILM interlamellare Matrix

ITM intertabulare Matrix
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Abkürzung Bedeutung

MB Mineralbrücken

MWCO Molekulargewichts-Ausschlussgrenze (englisch: molecular weight

cut-o�)

NP Nanoporen

PE Primärelektronen (englisch: primary electrons)

PILP polymerinduzierte Flüssigvorstufe (englisch: polymer-induced liquid

precursor)

REM Rasterelektronenmikroskop (englisch: scanning electron microscope)

RS Röntgenstrahlung

SDS Natriumdodecylsulfat (englisch: sodium dodecyl sulfate)

SDS-PAGE Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (englisch:

sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis)

SE Sekundärelektronen (englisch: secondary electrons)

10.10 Einheitenverzeichnis

Einheit Bedeutung

Å Ångström

Da Dalton

g Gramm

l Liter

m Meter

mg Milligramm

min Minute

ml Milliliter

mm Millimeter

nm Nanometer

s Sekunde

wt.% Gewichtsprozent (englisch: weight percent)

° Grad

°C Grad Celsius

µg Mikrogramm

µl Mikroliter

µm Mikrometer
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10.11 Formelverzeichnis

Formel Bezeichnung

A Ober�äche des Kristallisationskeims [14]

∆g Di�erenz der molaren freien Enthalpie der beiden Phasen [62]

∆GK Keimbildungsenthalpie [62]

∆GO Ober�ächenanteil der Keimbildungsenthalpie [62]

∆GV Volumenanteil der Keimbildungsenthalpie [62]

σ spezi�sche freie Grenz�ächenenergie [62]

υ Molvolumen der kristallinen Phase [62]

V Volumen des Kristallisationskeims [14]

10.12 Chemisches Formelverzeichnis

Formel Bezeichnung

Al2O3 Aluminiumoxid

Ba2+ Bariumion

BaCO3 Witherit

Ca2+ Calciumion

CaCl2 Calciumchlorid

CaCO3 Calciumcarbonat

CaCO3 · 6H2O Ikait (Calciumcarbonat-Hexahydrat)

CaCO3 · H2O Monohydrocalcit (Calciumcarbonat-Monohydrat)

CaMg(CO3)2 Dolomit

Cl− Chloridion

CO2 Kohlensto�dioxid

CO 2−
3 Carbonation

Fe2+ Eisen(II)-ion

FeCO3 Siderit

H+ Wassersto�on bzw. Proton

HCl Salzsäure

HCO −3 Hydrogencarbonation

LaB6 Lanthanhexaborid

Mg2+ Magnesiumion

MgCO3 Magnesit



296 Literatur

Formel Bezeichnung

Mn2+ Mangan(II)-Ion

MnCO3 Rhodochrosit

Na+ Natriumion

NaClO Natriumhypochlorit

NaHCO3 Natriumhydrogencarbonat

Pb2+ Blei(II)-Ion

PbCO3 Cerussit

Sr2+ Strontiumion

SrCO3 Strontianit

Zn2+ Zinkion

ZnCO3 Smithsonit
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