ЛЕКЦИЯ 4

МЕТОДЫ ИЗУЧЕНИЯ СОСТАВА И СТРОЕНИЯ 

ОРГАНО-МИНЕРАЛЬНЫХ АГРЕГАТОВ
Специфическая особенность объектов биоминералогии – участие в их строении как минерального (неорганического), так и органического веществ – заставляет использовать при изучении ОМА методы различных наук. Неорганическая составляющая изу​чается комплексом минералогических методов, а органическая – главным образом методами органической химии и в меньшей степени биологическими и биохимическими методами. Строение агрегатов исследуется различными методами минералогического анализа.

Изучение состава органо-минеральных агрегатов

Основными методами изучения состава минеральной составляющей являются химический, рентгеноструктурный, термический, ИК-спектроскопический, люминесцентный, микроскопический, спектральный анализы и локальные методы исследования. Для изучения состава органической составляющей используются главным образом хроматографические методы. Области применения тех или иных методов различны и определяются особенностями состава агрегатов и целями исследования.

Химический анализ является наиболее традиционным методом исследования. Он позволяет определить валовый химический состав агрегата в виде суммы оксидов. В ряде случаев при решении конкретных задач могут использоваться экспрессные методы, по​зволяющие отличить наиболее широко распространенные минералы друг от друга.

Е.В. Копченова и В.Н. Карюкина [1969 г.] для идентификации карбонатов описывают следующие виды исследования. Кар​бонаты кальция различают реакциями с хлорным железом и сернистым аммонием, с треххлористым алюминием и гематоксилином (или другими красителями), c азотнокислым серебром и хроматом калия. Арагонит от кальцита и других карбонатов отличают по реакции Файгля. Порошок или шлиф заливают изготовленным особым способом реактивом, состоящим из водного сернокислого марганца, сернокислого серебра и щелочного натра. Арагонит чернеет в порошке через 3–5 мин, в шлифе – через 30 мин; кальцит чернеет через 2–3 ч. 

Существует множество других реакций, которые используются ими для исследования карбонатов и прочих минералов. Особенный интерес могут представлять те реакции, которые, окрашивая какие-то одни составные части органо-минеральных агрегатов делают их контрастными, позволяя наблюдать особенности распределения в агрегатах различных составных частей. Ряд методов химического анализа используется для определения органических минералов (холестерина, билирубина и др.) [Руководство по клиническим лабораторным исследованиям, 1960 г.].

Рентгеноструктурный анализ является одним из наиболее широко распространенных методов исследования и используется для измерения фазового состава кристаллических веществ. Метод заключается в том, что кристаллическая структура исследуемого минерала сопоставляется с эталоном. Кристаллическая структура обычно изучается в порошке, представляющем собой по сути множество кристаллитов, находящихся в самом разном положении. При попадании на них рентгеновского луча определенной длины в нём возникают его отражения от различных атомных плоскостей, в большей или меньшей степени заселенных атомами. Несмотря на различное расположение кристаллитов, отраженные от их плоскостей лучи направлены под одним углом к лучу падающему.

Каждое кристаллическое вещество имеет набор атомных плоскостей с различными межплоскостными расстояниями. Поэтому на фиксирующей такие отраженные лучи рентгеновской пленке возникает серия концентрических окружностей, если пленка перпендикулярна к первичному лучу, или серия линий, если пленка изогнута по цилиндру. Интенсивность возникающего рефлекса находится в полной зависимости от числа таких отражающих плоскостей в данном веществе. Далее, измеряя положение линий и их ин​тенсивность, сравнивают эти данные с имеющимися сейчас картотеками рентгенограмм (дебаеграмм) стандартов и делают заключение о минерале. В некоторых случаях, когда получаемые параметры могут относиться к нескольким веществам (если вещества имеют почти одинаковые структурные ячейки), для точного определения минерала рентгеноструктурного анализа недостаточно и необходимо знать состав минерала.

Рентгеноструктурный анализ требует лишь 0,1-0,2 г вещества, улавливает минерал при содержаниях не менее 0,5–1 %. При меньших содержаниях минерал может быть обнаружен рентгенографически при условии предварительного обогащения пробы с соответствующим увеличением содержания определяемого минерала.

В настоящее время новейшие рентгеновские установки позволили изучить фазовый состав минеральных индивидов, имеющих в шлифе поперечник всего лишь 15 мкм. После получения рентгенограммы идентификация минерала проводится автоматически.

Достоинствами рентгеноструктурного метода являются высокая экспрессность, малая масса навесок, сохранение вещества после исследования, хорошая воспроизводимость результата; недостатком – невысокая точность, особенно при ультрамикроскопических размерах индивидов минерала.

Термический анализ, так же как и рентгеноструктурный, является методом изучения фазового состава поликомпонентного вещества. Сущность метода заключается в том, что при нагревании вещества с ним могут происходить различные изменения: плавление, кипение, диссоциация, типоморфные превращения и некоторые другие. Одни из этих изменений имеют обратимый характер, другие необратимы. Все изменения сопровождаются выделением или поглощением теплоты и могут регистрироваться измерениями температуры при нагревании или охлаждении вещества по определенной программе. Часто при этом определяют и массу навески. Дело в том, что некоторые превращения сопровождаются потерей массы (например, в случае сгорания вещества); при других же превращениях масса пробы не меняется.

Все фазовые превращения или химические реакции нарушают стабильный режим нагревания (охлаждения) и вызывают выделение или поглощение теплоты, что и фиксируется на кривых зависимости температуры от времени. К фазовым превращениям, которые идут при сохранении химического состава, относят изменение структуры вещества (например, полиморфные превращения), переход из аморфного состояния в кристаллическое, изменение агрегатного состояния и др.

В отличие от фазовых превращений, химические реакции вызывают изменение химического состава вещества. Типичными примерами химических реакций являются диссоциация, разрушение кристаллической решетки, дегидратация и др. Поглощение теплоты (эндотермический эффект) наблюдается при плавлении вещества, кипении с испарением или возгонкой, полиморфных превращениях, реакциях разрушения кристаллической структуры, в частности с выделением газообразной фазы (H2O, С02, С12 и др.). К превращениям, вызывающим выделение теплоты (экзотермический эффект), относятся переход из неравновесного (например, аморфного) состояния в равновесное (кристаллическое), реакции соединения твердых веществ, реакции окисления твердой фазы газообразной, необратимые полиморфные превращения.

Изучаемое вещество дробят, а затем истирают до порошка; масса пробы составляет обычно 0,03–0,1 г. Скорость нагревания 10–20°С/мин. Обычно проводят нагревание до 1000–1500°С, т. е. этот процесс занимает 1–2,5 ч. Нередко используется и ускоренный метод, когда скорость нагрева поднимают до 100–150°С/мин, при этом уменьшая массу пробы примерно на порядок.

В настоящее время термическим анализом идентифицируются более 900 минералов и, кроме того, ряд веществ органического состава. В процессе нагрева автоматически строятся дифференциальная термическая кривая (ДТА), которая регистрирует все термические эффекты; термогравиметрическая кривая (ТГ) и кривая скорости изменения массы (ДТГ), которые фиксируют все процессы,. сопровождающиеся изменением массы вещества; кривая нагревания, которую стараются приблизить к прямой, т. е. к абсолютно равномерному нагреву. Термический анализ проводят на дериватографах разных конструкций. Погрешность измерения температуры на современных аппаратах не превышает 5°С. Исследование вещества на таком аппарате позволяет не только определить качественный его состав, но и выяснить количественные соотношения фаз (например, изучить соотношение органического и минерального веществ).

Инфракрасная спектроскопия широко используется для изучения состава как минерального, так и органического веществ. Сущность метода заключается в том, что при падении пучка инфракрасных лучей на поверхность изучаемого вещества или при прохождении его через вещество происходит поглощение лучей. При конкретной длине волны падающего излучения поглощение определяется главным образом свойствами изучаемого вещества. В практике изучают как спектры отражения, так и спектры пропускания. Волновой диапазон, в котором проводятся исследования, оставляет от 2 до 25–40 мкм, реже 50–300 мкм.

Для приготовления препарата вещество дробится до пудры с размером частиц менее длины волны. Затем тонкорастертый материал наносят на пластинку КВг, КС1, CaF2 и др. в количестве 0,1–2 мг на 1 см2; нередко также готовят таблетку из порошка вещества с КСl или КВг. Применяется и иной метод приготовления препарата, когда из минерала выпиливают плоскопараллельную пластинку. Толщину пластинки выбирают от 2–3 мм до нескольких микрометров, что зависит от коэффициента поглощения вещества при данной длине волны. Необходимая площадь пластинки от 5x5 до 35x10 мм. Этот способ используется главным образом при изучении прозрачных минералов; для исследования же органо-минеральных агрегатов он применяется мало.

Метод ИК-спектроскопии обладает высокой разрешающей способностью. Он позволяет диагностировать минералы и многие органические вещества, отличать аморфное вещество от кристаллического, определять формы и типы воды в минерале (кристаллизационную, структурно-свободную, межслоевую, в каналах и др.), выявлять характер примесей (структурное вхождение или механическая примесь) и т. д. Простота приготовления препаратов, экспрессность, достаточно высокая точность делают метод одним из наиболее широко применяемых в минералогической практике.

Люминесцентный анализ имеет относительно небольшое применение при изучении органо-минеральных агрегатов, однако в некоторых случаях он может быть успешно использован для идентификации различных органических веществ и для определения примесей редких земель, двухвалентного марганца, трехвалентного хрома и некоторых других элементов. Сущность метода заключается в преобразовании различных видов энергии в веществе в световую энергию. Под действием рентгеновского, светового или α–β излучения, при пропускании электрического тока, нагреве и по другим причинам в веществе возникают центры с высокой энергией, исчезающие после прекращения действия облучения. Если процесс возвращения вещества в первичное состояние достаточно длителен, то возникает послесвечение – фосфоресценция; если же уже в процессе облучения происходит нейтрализация зарядов, то свечение носит название флюоресценции.

Люминесценцией обладают большинство органических веществ, причем спектры для разных веществ различны. Это свойство можно использовать для идентификации некоторых из таких веществ. Например, при изучении люминесценции речного жемчуга были выявлены различия в спектрах для жемчужин, имеющих разное ювелирное качество. Дальнейшими исследованиями установлено, что люминесценция связана с органическим веществом в жемчуге, а именно с особенностями люминесценции разных аминокислот в нем. Это наблюдение позволило сделать вывод о различии состава органической составляющей в жемчуге и о возможности использования этого признака (вместе с другими) для оценки его качества.

Микроскопический метод является традиционным методом исследования самых разных образований. Для изучения кристаллических веществ, как неорганических, так и органических, используются поляризационные микроскопы. Для исследования готовят тонкие пластинки вещества толщиной 0,03 мм (петрографические шлифы). Практически пластинки всех веществ при такой толщине становятся прозрачными для световых лучей. Использование поляризованного света позволяет измерить показатель преломления вещества, его двупреломление, дисперсию, осность. Микроскопический метод широко применяется для изучения самых различных агрегатов (мочевых камней, жемчуга, экзоскелетов моллюсков и т. д.), и по сути дела именно этот метод является начальным при исследовании любых агрегатов.

Эмиссионный спектральный анализ используется для определения качественного элементного состава вещества и количественного содержания элементов. Возможно как определение валового элементного состава, когда в пробу вносится весь исследуемый материал без разделения его на какие-то структурные зоны, так и изучение элементного состава каждой зоны отдельно. Например, при изучении элементного состава раковины могут быть приготовлены пробы из разных ее слоев, что позволяет установить своеобразие состава каждого из них.

Сущность метода заключается в том, что при нагревании вещества до высокой температуры и переводе его в парообразное состояние вещество начинает светиться, причем спектр свечения для разных элементов разный. Излучение с помощью спектрографа разлагается в спектр и фиксируется на фотопленке. Для сжигания используется электрическая дуга постоянного или переменного тока. Для приготовления пробы вещество дробится и растирается до состояния пудры; масса пробы 0,01–0,1 г, чувствительность метода 10~2–10-4 мас. % (для разных элементов различна). Метод | отличается высокой производительностью и слабой воспроизводимостью.

Различаются полуколичественный и количественный спектральный анализы. При полуколичественном анализе одновременно из одной навески могут быть определены 40–60 элементов. Проба помещается в угольный электрод и полностью испаряется в электрической дуге. Сначала испаряются легколетучие элементы (Hg, As, Cd, Zn, Bi и др.), а затем все менее и менее летучие, вплоть до самых труднолетучих (Nb, Та, W). На спектрограмме все элементы фиксируются в виде характерных для них спектральных линий. Плотность почернения линий зависит от содержания элемента в пробе.

При количественном спектральном анализе обычно определяются содержания каких-то установленных ранее элементов. Порошок изучаемого вещества смешивается с буферной смесью, что способствует более ровному его сгоранию. На спектрограмме измеряется (обычно фотометрически) интенсивность линий и сравнивается затем с интенсивностью линий эталонных спектрограмм, полученных при разных содержаниях элемента. Чувствительность количественного анализа для некоторых элементов, особенно легколетучих, удается повысить до 10~5–10~7 мас. %.

Широкое распространение получил также микроспектральный анализ, при помощи которого удается узнать элементный состав в локальной точке диаметром 0,3–0,5 мм. В этом методе вещество переводится в пар лазерным пучком, спектр излучения фиксируется на обычной спектрограмме. Благодаря высокой локальности метода, удается определить элементный состав конкретного зерна. Выжигаемый лазером кратер имеет диаметр около 0,01 мм; его размеры и форма зависят от особенностей исследуемого зерна.

Спектральный анализ широко используется для изучения элементного состава как минеральной, так и органической составляющих.

Рентгеновский микроанализ применяется для решения следующих задач: 1) качественное и количественное определение содержания различных элементов (от Mg до U) на участке диаметром около 1 мкм; 2) изучение распределения этих элементов вдоль заданных направлений. Значительным достоинством метода кроме высокой локальности является то, что образец при исследовании не разрушается. Сущность метода заключается в том, что при облучении вещества пучком катодных лучей в нем возникает вторичное рентгеновское излучение, характеристичное для каждого конкремента. На изучении этого излучения основаны рентгеноспектральные методы исследования, к которым относится и рентгеноспектральный микроанализ. Спецификой последнего является то, что он позволяет изучить элементный состав участка сечением около 1 мкм, т. е. состав строго определенного вещества в локальном объёме. Для исследования приготавливается приполированная плоскопараллельная пластинка (реже шлиф), которая изучается в отраженном (проходящем) свете через оптическую систему, являющуюся составной частью прибора. Затем в трубке создается вакуум (примерно 10~2 Па). Исследуемый участок выводится на перекрестье сетки нитей и затем облучается потоком электронов. Вторичное излучение фиксируется на спектрограмме.

Для исследования распределения какого-либо элемента в веществе проводят сканирование на этот элемент по заданному направлению. При этом предметный столик, на котором помещен образец, передвигается, в то время как вся рентгеновская система остается неподвижной. Получаемая концентрационная кривая позволяет судить об относительном изменении концентрации элемента от начальной точки к конечной и о количественном его содержании. Погрешность метода 2-10%. Предельная чувствитель​ность анализа 0,1-0,01 мас. %; этот показатель зависит в основном от особенностей определяемого элемента.

Определение плотности проводится для идентификации мономинеральной фазы и может применяться при изучении динамики изменения плотности вещества, например разных стадий минерализации органической ткани. Существует большое число методов, позволяющих определить плотность вещества с различной точностью и из навесок разной величины. Точность исследования зави​сит в первую очередь от точности измерительных приборов.

Состав органической составляющей ОМА изучают методами органической химии. Основным условием здесь является выделение чистой фракции каждой составной части органического вещества. Эту операцию выполняют обычно перегонкой при комнатной либо при пониженной температуре; используют центрифуги и ультрацентрифуги. В каждой выделенной фракции определяют количественные взаимоотношения между главными органогенами (углеродом, водородом, кислородом и азотом), а также содержания других элементов (железа, калия, натрия, серы, хлора). После определения состава вещества и составления молекулярной формулы нередко проводят дальнейшее исследование. Так, определив, что искомое вещество является белком, проводят хроматографический анализ для выявления в белке тех или иных аминокислот и для установления количественных соотношений между ними.
Изучение строения органо-минеральных агрегатов
Строение ОМА исследуют под оптическим и электронным микроскопами. В процессе этих работ изучаются следующие характеристики.

1. Текстурно-структурные особенности агрегатов (анизотропное или квазизотропное строение, наличие или отсутствие центра, проявление радиально-лучистого, концентрически-зонального или иного типа роста, распределение органического и минерального веществ и взаимоотношение между ними). 

2. Ритмичность в строении агрегатов, ритмы разного порядка, связь их с ритмами жизнедеятельности самого организма или с какими-либо другими причинами.

3. Поверхности соприкосновения минеральных индивидов или сферолитов друг с другом, формы выделения органического вещества по границам.

4. Внутреннее строение минеральных индивидов и сферолитов, наличие или отсутствие в них примесей органического вещества. 

5. Строение поверхностей агрегатов, выделение разных типов поверхностей.
6. Морфология кристаллов разных минералов и микросферолитов в агрегатах.

Решение всего комплекса вопросов должно позволить установить, как происходит образование органо-минерального агрегата: в результате свободной кристаллизации из истинного или коллоидного раствора либо при биоминерализации возникшей ранее орга​нической матрицы; оценить роль процессов перекристаллизации в изменении возникших первоначально минералов и всей структуры; оценить участие агрегата в обмене веществ в организме или его индифферентность к этому процессу и т. д.

Изучение агрегатов начинается с рассмотрения их под бинокулярной лупой: выясняются общие морфологические особенности агрегатов, грубо намечаются типы их поверхностей (гранная, микросферолитовая, гладкая, неровная и т. д.), выбираются участки поверхности для детального исследования под электронным микроскопом. Аналогичным образом проводится изучение свежих сколов агрегатов, в частности их ядер, которыми могут быть чужеродные минеральные частицы, паразиты, сгустки органического вещества, скопления мельчайших зернышек, возникших при начальной кристаллизации раствора, и т. д. Зачастую именно визуальное рассмотрение свежих сколов позволяет выявить те детали строения, которые обязательно будут утеряны при любом другом, даже очень тщательном, исследовании. Примером могут служить ядра жемчужин, нередко представляющие собой остатки простейших и состоящие из цитоплазмы и окружающей ее очень тонкой пленки кутикулы. Под лупой эти ядра хорошо отличаются цветом и показателем преломления. Сохранить же их в шлифе для более детального излучения практически невозможно.

Важную информацию о строении агрегатов удается получить при изучении петрографических шлифов под микроскопом. В обыкновенном или поляризованном свете многие минералы резко отличаются друг от друга, что позволяет наблюдать строение агрегата, в частности ритмичность разного порядка, появление новообразованных микросферолитов, взаимоотношения их между собой, структурные особенности отдельных ритмов. Удается наблюдать также, что особенности распределения органического вещества и положение тех или иных минералов в агрегатах, т. е. устанавливать .зональность в распределении фаз, выявлять следы перекристаллизации и  т. д.

Бывает полезно перед изучением шлифов под микроскопом и вести их окрашивание (конечно, непокрытых шлифов) в каком-либо красителе. Для этих целей может быть использован, например, раствор азотнокислого серебра. Окрашивание проводят в темноте, опуская шлиф в раствор. Проникая по порам органического вещества, являющегося «цементом» всех минеральных составляющих, этот раствор делает органику и ее строение более контрастными, так как после экспозиции на свету серебро в результату реакции фотосинтеза выделяется в самородном виде. Такое окрашивание нередко позволяет выявить тонкие детали строения минеральных индивидов или микросферолитов в агрегатах, например распределение в них органического вещества; без предварительного окрашивания органическое вещество в индивидах практически не видно. В ряде случаев полезным является предварительное прокрашивание образца в названном или каком-либо ином растворе (например, марганцевокислого калия) и лишь после такого прокрашивания изготовление из него шлифа.

Говоря об изучении строения ОМА под оптическим микроскопом, следует заметить, что дополнительную информацию можно получить, используя при исследовании ультрафиолетовый свет, который, так же как и прокрашивание образцов, выявляет особенности распределения органического вещества и особенности строения агрегатов.

Следующим этапом является изучение ОМА под электронным микроскопом. Существуют два основных вида электронной микроскопии: в проходящем и отраженном пучке электронов. В проходящем пучке изучаются тонкие слепки с поверхности (реплики) или ультратонкие срезы. Метод реплик заключается в том, что на изучаемый образец в высоком вакууме напыляется тонкий угольный слой, по толщине соизмеримый с размером молекулы вещества. Затем этот слой покрывается тонкой пленкой желатины, плотно налипающей на угольный слой и цементирующий его. Следующей операцией отделяют полученную пленку (реплику) от образца, для чего или растворяют в каких-либо кислотах подложку (сам образец), или отдирают реплику, осторожно зацепив ее край.

При исследовании методом реплик следует иметь в виду, что снятие угольной реплики с образца бывает достаточно сложным, так как наиболее легкий способ снятия, а именно растворение подложки, здесь применить трудно: органическое вещество цемента растворяется очень плохо. Поэтому целесообразно при подготовке препарата для исследования реплику отдирать от образца. Следует еще заметить, что интерпретация полученных при этом методе фотоснимков бывает также достаточно сложной. Дело в том, что тончайшие пленки органического вещества, в которые «погружены» минеральные индивиды, нередко маскируют собственные микроформы минералов и не позволяют их наблюдать. 

Современные электронные микроскопы позволяют  получить увеличение до 106 раз и более.

Значительно эффективнее для изучения ОМА использование растровых электронных микроскопов. Исследование проводится следующим образом. На очищенную поверхность агрегата или на его скол (в зависимости от задач исследования) напыляют в вакууме тонкий слой какого-либо хорошо проводящего металла, обычно золота или серебра. Толщина слоя соизмерима с размером молекулы вещества. Затем образец помещают под электронную пушку. Пучок электронов, сканируя по поверхности образца, отражает на телеэкране все неровности рельефа, позволяя рассмотреть детали. Минимальные увеличения у большинства микроскопов составляют 400–500 раз (у некоторых 30–50 раз), что обусловливает возможность четко определять, какая часть объекта исследуется, и постепенно ступенчато уменьшать размеры наблюдаемой поверхности. Современные растровые микроскопы позволяют получать увеличение до 200 000 раз и более.

