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ABSTRAKT:

PredloZena disertacni prace se zabyva studiem mikromechanickych vlastnosti (mikrotvrdosti
a elastickym modulem) vybranych mikrostruktur schranek mékkysl a jejich vztahem
ke krystalografické texture schranek a k Zivotnimu prostredi. Vysledky studie naznadily, ze
extrémni hydrostaticky tlak md pomérné maly vliv na zkoumané vlastnosti kalcitovych i
aragonitovych vrstev schranek mékkysa. Nebyl zjistén statisticky vyznamny rozdil mezi
mikrotvrdosti a elastickym modulem perleti mlzd Zijicich v morském a sladkovodnim prostredi.
Byla vSak zjiSténa statisticky vyznamna pozitivni korelace mezi témito mikromechanickymi
vlastnostmi a tloustkou aragonitovych desticek tvoricich perlet. Velmi neocekdvanym zjisténim
je skutecnost, Ze mira usporadani aragonitovych desticek negativné koreluje s hodnotami
mikrotvrdosti a elastického modulu perleti a vysvétluje zhruba z 80 % variability téchto hodnot.
Statisticky vyznamna, ale slabsi korelace, byla zjisténa i mezi mikromechanickymi vlastnostmi a
texturnim typem perleti. MlZi s jednoosou texturou perleti maji tvrdsi a pruznéjsi perlet, nez mlzi
s quasimonokrystalickou texturou. Tato data naznacuji, Ze primitivnéjSim stavem perleti mlzd je
jeji vétsi tvrdost a pruznost a v prlbéhu dalsi evoluce mlzi se hodnoty téchto veli¢in
snizovaly. Tento trend je vSak v rozporu s obecné pfijimanou hypotézou o ristu predacniho tlaku
v mofském ekosystému v prlibéhu paleozoika a mesozoika.

Kli¢ova slova: Mollusca; mikrotvrdost a elasticky modul; perlet; mikrostruktura; krystalograficka
textura; fylogeneze.

ABSTRACT:

This thesis deals with the micromechanical properties (microhardness and elastic modulus)
of selected molluscan shell microstructures and their relationship to crystallographic textures
and environment. Results of the study suggest that extremely high hydrostatic pressure has a
relatively weak influence on the mechanical properties of calcitic as well as aragonitic shell
layers. No statistically significant difference was found in microhardness and elastic modulus of
nacre between bivalvian species living in marine and freshwater environments. On the other
hand, the study reveals a statistically significant positive correlation between the
micromechanical properties and thickness of aragonitic platelets forming the nacre. Unexpected
result is a negative correlation of the degree of ordering of aragonitic platelets with both elastic
modulus as well as microhardness. Thus the degree of ordering explains about 80% of the
variability of these micromechanical properties. Statistically significant but weaker correlation
was also found between micromechanical properties and textural type of bivalvian nacre. The
nacre with uniaxial texture is harder and more elastic than the nacre with quasimonocrystallic
texture. The data suggests that higher hardness and elasticity corresponds to a primitive state
of nacre and that during the subsequent evolution values of these micromechanical properties
were decreasing. This trend contradicts with generally accepted hypothesis of increassing
predation pressure in the marine ecosystem during the Paleozoic and Mesozoic.

Keywords: Mollusca; microhardness and reduced elastic modulus; nacre; microstructure;
crystallographic texture; phylogeny.
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1 UvoD

Kmen Mollusca patfi k nejvice diverzifikovanym skupinam Zivocich(, coz platilo jiz na pocatku
jejich evoluce pred vice nez 500 miliony lety a stejné tak i po celou dobu jejich existence aZz do
soucasnosti. Mékkysi jsou druhym nejpocetnéjsim kmenem ZivocisSné fise (Ruppert a kol. 2004;
Bouchet a kol. 2005). V prlibéhu své dlouhé evoluce kolonizovali mékkysi vsechna Zivotni
prostredi. Svym vyvojem se prizpUsobili zcela rozdilnym podminkam akvatickych i terestrickych
biomU. Vyskyt mékkyst byl zaznamendn od niZin po vysokohorské oblasti, béZné se vyskytujici
v humidnich az aridnich oblasti tropl az po subarktické biotopy. Pocatek tohoto kmene saha do
kambria, kdy doslo ke vzniku vétsiny tfid a jejich rychlé radiaci v pribéhu pocatku ordoviku.
Disledkem davné a rychlé fylogeneze ve starSich prvohorach a nasledné dlouhé evoluce
mékkys je zfejma absence dostatecného fylogenetického signdlu v genomu soucasnych
mékkysl. Molekularni data Zijicich mékkysd jsou tedy jen tézko pouZitelna pro studium vyssi
fylogeneze kmene Mollusca (Ponder a Lindberg 1997, 2008; Passamaneck a kol. 2004; Giribet a
kol. 2006; Giribet 2008; Dreyer a Steiner 2004; Boore a kol. 2004; McArthur a Harasewych 2003).
Pouziti molekularnich dat recentnich mékkysd pro analyzu fylogeneze vSech hlavnich linii
mékkys na drovni fadu znacné komplikuje i fakt, Ze vétsina téchto skupin je dnes vymreld
(Bouchet a kol. 2005).

Pochopit evoluci a fylogenetické vztahy mékkysa neni tedy mozné bez studia fosilnich druh,
jejichz schranky jsou cennym zdrojem fylogenetickych informaci. Schranka je casto pouZivana
jako jediny zdroj charakteristickych znak( pro stanoveni jednotlivych taxonomickych drovni (viz
Treatise on Invertebrate Paleontology, 1953-2015, University of Kansas, online). Rada
morfologickych znak( je vSak nesmirné konzervativnich a mlze byt pouZita i pro studium
fylogeneze hlavnich linii mékkysa (viz Treatise on Invertebrate Paleontology). Jako pfriklad Ize
uvést morfologii larvalnich schranek mékkysd, ze kterych je mozné urcit typ pfedmetamorfni
ontogenetické strategie jiz davno vymfrelych skupin. Naptiklad u tfidy Gastropoda lze doloZit
souvislou existenci jedinec¢nych typu predmetamorfni ontogenetické strategie v rliznych liniich
v trvani az 400 miliond let (Fryda 2012).

Morfologickd data schranek viak pro pochopeni fylogeneze kmene Mollusca nestaéi. Casto
se setkavdme s morfologickou konvergenci nékterych znakl na schrance (tj. podobné
morfologické znaky se vyvinou v nepribuznych skupinach mékkys). Pro pochopeni fylogeneze
informacnich zdrojl o fylogenezi mékkysl jsou data o vnitfni strukture a texture jejich schranek,
prestoZe tato data poskytuji mnoZstvi cennych informaci. Pro fylogenetické studie je dulezita
predeviim extrémni casova stabilita strukturnich a texturnich znak( schranek. Rada
mikrostrukturnich typu je doloZena jiz od ordoviku a kambria (Vendrasco a kol. 2011; Runnegar
1985). RovnéZ extrémni Casova stabilita textury schranek je znacna. Byla napfiklad doloZena
existence stejného mikrostrukturniho a texturniho typu perleti u fadu Vetigastropoda po dobu
vice nez 200 miliond let (Fryda a kol. 2009).

1.1  Vnitini stavba schranek
Schranky mékkysd vypovidaji o zplsobu jejich Zivota a jsou prevaziné tvorené silnéjsi vnitini
vrstvou z uhli¢itanu vapenatého (ostrakum) a vnéjsi organickou vrstvou (periostrakum).

Periostrakum tvorené konchinem a vylucované okrajem plasté vytvari charakteristicky povrch
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schranky a urcuje barvu a jemnou morfologii povrchu ve formé nerovnosti typu lamel a ryh,
hrbolt ¢i vyrastk(l, chloupkl a podobné. V pribéhu ristu se vétsinou periostrakum nezesiluje,
ale naopak ztraci se obrusovanim na starsich ¢astech schranky béhem Zivota jedince (Harper
2005). Pigmentaci schranky urcuji geny a proteiny ziskdvané z potravy — karotenoidy (Zluté),
melaniny (¢erné), porfyriny (modré), indigoidy (Cervené).

Jednotlivé vrstvy schranek mékkyst lze mimo jiné charakterizovat mikrostrukturou a
krystalografickou texturou. Mikrostruktura popisuje tvar mikrokrystalkd, které tvofi jednotlivé
vrstvy schranky. Krystalograficka textura charakterizuje prostorové usporadani jednotlivych
mikrokrystalk( (tj. orientaci jejich krystalografickych os). Vznik urcitého typu mikrostruktury a
krystalografické textury, na kterém se podili mikrokrystalky uhli¢itanu vdpenatého (aragonitu
nebo kalcitu) a dals$i mensi mnozstvi organickych latek, je fizen genomem (Addadi a kol. 2006;
Marin a kol. 2008). Mikrostruktura a krystalograficka textura jsou vzdjemné nezavislé znaky.

Jednou z nejstarsich a zdroven velmi rozsifenou strukturou schranek kmene Mollusca je
perlet, vyskytujici se v nékolika typech pouze u této skupiny Zivocichd. Perlet se vyvinula u ¢tyf
z osmi existujicich tfid meékkysd, a to u tfid Gastropoda, Bivalvia, Cephalopoda a
Monoplacophora (Ponder a Lindberg 2008).

NejbéznéjsSim a zaroven také prastarym typem mikrostruktury schranek mékkysua je lamelarni
mikrostruktura (oznacovana jako cross-lamellar structure). Tento mikrostrukturni typ je dolozen
jiz od karbonu, stejné jako perlet, tedy zhruba 300 miliond let (Batten 1984; Bandel a kol. 2002).
Podobné jako u perleti je i evoluce lamelarni mikrostruktury velmi nedostatecné znama.
Informace o vlastnostech a vyvoji ostatnich typd mikrostruktur jsou ¢asto témér nulové.

Mikrostruktura a krystalograficka textura nejsou jedinymi vlastnostmi, které mdzeme dnes
studovat u meékkysich schranek. Nové instrumentdlni moZnosti nabizi i studium
mikromechanickych vlastnosti mékkysich schranek, jako je urceni mikrotvrdosti ¢i elastického
modulu jednotlivych typl vrstev schranek mékkysd. PrestoZe prvni data naznacuji, Ze tyto
mikromechanické vlastnosti jsou svazany s mikrostrukturou a krystalografickou texturou (Fryda
a kol. 2013), znalosti o evoluci téchto vlastnosti schranek mékkysd v podstaté neexistuji.

Kazdd schranka mékkystd je dokonale uspofdadanym nanokompozitem slozenym
z mikrokrystalk( uhli¢itanu vapenatého (Casto aragonitu a kalcitu soucasné) a mensiho mnoZstvi
raznych organickych latek (Wada 1972; Marin a Luquet 2004; Addadi a kol. 2006; Marin a kol.
2008). Tyto organické latky se podili na vzniku velmi sloZité mikrostruktury a krystalografické
textury schranek mékkysa. Vyzkumy prokazaly, Ze organické latky ve schrankach urcuji, zda bude
vylucovan uhli¢itan vapenaty ve formé kalcitu ¢i aragonitu nebo obé modifikace soucasné (Marin
a Luquet 2004; Addadi a kol. 2006; Marin a kol. 2008). MnozZstvi organickych latek vsak vétSinou
neprevysuje 5 % hmotnostni kompozice (Barthelat a kol. 2009).
Mechanismus vzniku sloZité kompozitni struktury tvofici vnitini vrstvy z uhli¢itanu vapenatého
je predmétem mnoha studii zaloZzenych na analyzach organickych latek (Wada 1972; Marie a kol.
2008, 2009; Marin a Luquet 2004; Addadi a kol. 2006; Marin a kol. 2008; Mukai a kol. 2010),
které urcuji formu vylu¢ovaného uhli¢itanu vapenatého (aragonit, kalcit, kombinace obou
forem) nebo na modelech ristu schranek a studiu faktor( ovliviiujicich pfednostni orientaci
krystalografickych os aragonitu nebo kalcitu (Checa a Rodriques-Navarro 2001, 2005; Checa a
kol. 2006, 2008). Vysledky téchto studii jsou vSak casto protikladné. Naptiklad neddvné studie
(napt. Jackson a kol. 2010) naznacuji nezavisly vyvoj perleti u jednotlivych tfid mékkysa, coz je
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v protikladu se studiemi zamérenymi na enzymy fidici biomineralizaci schranek (napf. Marie a
kol. 2008, 2009; Marin a kol. 2008).

1.1.1 Mikrostruktura schranek mékkysu

Vnitfni stavbu schranek mékkysi mlzeme zkoumat rlznymi zplsoby, ale v principu

studujeme dvé nezavislé vlastnosti — mikrostrukturu a texturu schranek. Mikrostruktura
popisuje tvar mikrokrystal(, které tvofi jednotlivé vrstvy schranky. Mikrostruktura schranek
mékkysh je zkoumana jiz témér sto let (Bgggild 1930), ale intenzivni vyzkum je spojen az
s pouZitim elektronové mikroskopie. Mezi mékkysi se mikrostrukturni vzory znacné lisi a
pravdépodobné nejslozitéjsi mikrostrukturni vzory jsou u fadu Patellogastropoda, coZ vedlo
k tomu, Ze jsou snad nejlépe prozkoumanou skupinou mékkysa.
Pro vyskyt patellogastropodd jsou charakteristicka skalnatd pobreZi prilivové zény, kde tato
skupina dosahuje velmi vysoké cetnosti (Lindberg 1988, 1990, 2008; Harasewych a McArthur
2000). Velké procento zastupcl Patellogastropoda se vyskytuje v tomto prostredi mélkych vod
s vysokou energii, kde se Zivi Fasami a morskymi travami, avSak minoritné obyvaji nékteré druhy
i hlubinnd morskd prostfedi (Lindberg a Hedegaard 1996; Lindberg 1988, 1990, 2008) také s
vyskytem v blizkosti hydrotermalnich priduchu a sirnych vyvér( ¢ernych komind (McLean 1990;
Lindberg 2008). O tom, zda praveé Zivot patellogastropodl ve vodach s vysokou energii vedl ke
vzniku sloZité stavby schranky patellogastropod( se dosud vedou spory (Fryda 2012).

Prvni systematizaci mikrostruktury schranek patellogastropodd popsal MacClintock (1967) a
nasledné ji generalizoval Lindberg (1988), ktery predevsim zobecnil hlavni strukturni znaky
schranek skupiny Patellogastropoda (Lindberg 1988; Lindberg a Hedegaard 1996). Stavajici
poznatky o struktufe schranek patellogastropodli do znacné miry stale vychazeji z popisu
MacClintocka (1967), zaloZzeném na uZiti optické mikroskopie, coz bylo divodem pro detailné&jsi
studium schranek patellogastropodd elektronovym mikroskopem (napf. Fuchigami a Sasaki
2005). Na zakladé studie MacClintocka (1967) jsou vrstvy schranky patellogastropod( rozdéleny
na vnitfni a vnéjsi vrstvy oddélené myostrakem. Pozice kazdé vrstvy schranky je oznacena dle
usporadani ve vztahu k myostraku (M), tzn. od vnitfni k vnéjsi (tj. M+ 1, M+ 2, M + 3, atd.) a od
vnéjsi k vnitfni (tj. M -1, M - 2, M - 3, atd.) (Fuchigami a Sasaki 2005; Gilman 2007). Jednotlivé
vrstvy mohou mit nejen odliSnou mikrostrukturu, ale i mineralogické sloZeni (tj. kalcit ¢i
aragonit). Morfologicky podobné mikrostruktury patellogastropodd mohou mit rozdilné textury
a naopak (Chateigner a kol. 2000; Barthelat a kol. 2009; Fryda a Sasaki 2007; Sasaki a kol. 2010).
U patellogastropodd mikrostruktura vnitfnich vrstev schranky vymezuje taxonomické skupiny
na urovni rodu (Fuchigami a Sasaki 2005). Dnes existuje zhruba 25 mikrostrukturnich typ0
schranek jen u radu Patellogastropoda. Jednotlivé mikrostrukturni typy jsou charakteristické pro
urcité druhy, cozZ Ize vyuzit pfi identifikaci fosilnich taxon( (napf. Bandel a Geldmacher 1996).

Vyzkum patellogastropodu vyustil ve vznik fady termind, které jsou dnes pouZivany k popisu
mikrostrukturnich vzord meékkysich schranek (napf. MacClintocka 1967; Fuchigami a Sasaki
2005). Nezavisle na vyzkumu mikrostruktur patellogastropodll probihalo studium
mikrostruktury zastupcl tfidy Bivalvia (mlzi). Tento vyzkum je spojen se skupinou kolem J. G.
Cartera. Jejich vyzkum vyustil ve velmi rozsahlou monografii (Carter 1990a, b), kterad obsahuje
data o mikrostruktufe mnoha set mékkysl, predevsim vsak mlz{i. Toto jediné dilo dodnes
obsahuje vétsinu soucasnych poznatkl o mikrostruktufe meékkysich schranek. Studium
mikrostruktury mlzG wvyustilo rovnéz ve vlastni terminologii. DUsledkem toho je znacna
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nejednota v pouzivani deskriptivniho oznaceni mikrostruktury schranek mékkysd, kterou
nalézame témér ve vsech védeckych publikacich.

Vyznam mikrostruktury schranek pro taxonomické a fylogenetické analyzy je dnes jiz
nepochybny, coZ Ize ilustrovat naptiklad na radé studii (napf. Gastropoda — napf. Bandel 1990,
1997, 20024, b; Bandel a Geldmacher 1996; Carter a Hall 1990, Bivalvia - napf. Taylor a kol. 1969,
1973; Taylor 1973; Carter 1990a, b; Carter a Clark 1985).

1.1.2 Textura schranek mékkysa

Jak jiz bylo receno, mikrostruktura popisuje tvar mikrokrystalkd, které tvofi jednotlivé vrstvy
schranky. Krystalografickd textura charakterizuje prostorové usporadani jednotlivych
mikrokrystalk( (tj. orientaci jejich krystalografickych os). Mikrostruktura a krystalograficka
textura jsou vzajemné nezavislé znaky.

Na rozdil od studia mikrostruktury, jsou poznatky o krystalografické textufe schranek velmi
malé. Tento znak schranek byl dosud studovan jen u nékolika malo desitek druh( Zijicich
mékkysl a jen u zhruba 20 druh( fosilnich mékkyst. Navic vétsina téchto studii byla zamérena
na pochopeni mechanismu rlstu schranky nebo na vyuZiti téchto poznatkll v mediciné ¢i
materidlovém inZenyrstvi (napf. Checa a Rodriques-Navarro 2001, 2005; Checa a kol. 2006,
2008). Pocet publikovanych studii o krystalografické texture mékkysich schranek, zamérenych
na ekologii téchto organismi ¢i na pochopeni jejich evoluce, je mensi nez 20 (napf. Chateigner
a kol. 2000; Fryda a kol. 2010). Nejstudovanéjsi vrstvou je perlet, které se vénuje vétsina
publikaci o krystalografické texture mékkysich schranek.

Perlet (nacre) je aragonitova struktura, vyskytujici se u ¢tyf z deviti tfid tohoto kmene:
Gastropoda, Bivalvia, Cephalopoda a Monoplacophora. Perlet tvofi polygonalni desticky
aragonitu o tloustce 200 — 500 nm oddélenych 20 — 50 nm organické hmoty tvofené predevsim
proteiny a polysacharidy (Currey 1977; Jackson a kol. 1988). Vysoce organizovanou strukturu
perleti utvari 95 hmot. % mineralnich latek a 5 hmot. % organické hmoty. Mikrostrukturni typ
perleti charakterizuje uspofadani jednotlivych desticek aragonitu. Krystalografickd textura
perleti je uréena orientaci krystalografickych os (a, b, c) jednotlivych mikrokrystalk( aragonitu
(Chateigner a kol. 2000). Na zakladé mikroskopickych studii byly popsany dva mikrostrukturni
typy perleti charakteristické pro jednotlivé tfidy mékkysd (Carter 1990a; Chateigner a kol. 2000)
- sloupcovita perlet (columnar nacre) a vrstevnata perlet (sheet nacre).

Sloupcovita perlet méa jednotlivé desticky perleti usporadany ve sloupcich. Ve ttidé
Gastropoda se tento typ perleti vyskytuje pouze u fylogenetické linie Vetigastropoda (Currey a
Taylor 1974; Fryda a kol. 2008, 2009). Na druhou stranu je tento mikrostrukturni typ dominantni
u recentnich i fosilnich zastupc( tfidy Cephalopoda. Vrstevnatd perlet ma jednotlivé desticky
perleti formovany ve vrstvach viceméné neusporadané. Tento typ perleti je typicky pro tfidy
Bivalvia (Barthelat a kol. 2007) a Monoplacophora (Chateigner a kol. 2000). Nedavné studie vsak
potvrdily, Ze perlet monoplakoford neni stejného typu jako perlet u mlz (Checa a kol. 2008),
coz otevird moZnost existence tfi rozdilnych struktur vzniklych nezavisle na sobé. Situaci jesté
komplikuje fakt, Ze byl pravdépodobné potvrzen konvergentni vyvoj perleti u hlavonozc(, plz(,
mlz{ a monoplakofordi navzdory velmi podobnym mikrostrukturnim typam perleti (Vendrasco
a kol. 2011).

Model mikrostrukturnich typld perleti dopliuje krystalograficka textura popisujici
prostorovou distribuci krystalografickych os jednotlivych krystal( aragonitu (Hedegaard a Wenk
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1998; Chateigner a kol. 2000). Studiem orientace krystalografickych os byly potvrzeny dvé
zakladni krystalografické textury, které jsou charakteristické pro perlet jednotlivych tfid kmene
Mollusca (Chateigner a kol. 2000; Fryda a kol. 2010; Fryda 2012). Témito krystalografickymi
texturami perleti jsou — dokonale uspofadana perlet (tzv. quasimonokrystalova textura) a
neusporadana perlet (tzv. jednoosa textura).

Dokonale usporadana krystalograficka textura je charakterizovana stejnosmérnou orientaci
vsech krystalografickych os a, b a c jednotlivych krystalkd desticek perleti. Timto zplGsobem jsou
usporadané krystalky aragonitu v perleti u tfidy Bivalvia a Cephalopoda (Checa a Rodriques-
Navarro 2001, 2005; Checa a kol. 2006; Fryda a kol. 2010). Jednoosa krystalograficka textura je
typicka stejnou orientaci krystalografické osy c u vsech krystalk(l desti¢ek perleti a nahodnou
orientaci dvou zbyvajicich krystalografickych os a a b. Tato textura byla potvrzena u tfidy
Gastropoda a Monoplacophora (Chateigner a kol. 2000; Checa a kol. 2008; Fryda a kol. 2009). U
obou typl krystalografickych textur je shodna orientace osy ¢ kolmo k povrchu schranky.

Hypotézy zaloZené na jedinecnosti mikrostrukturniho a krystalografického typu perleti pro

jednotlivé tridy mékkysa (Chateinger a kol. 2000) vyvratily studie fosilnich vzorkd hlavonozc(.
Nékteré schranky fosilnich hlavonozct maji perlet s jednoosou texturou, ¢imz byl pfedlozen novy
dlkaz o tom, Ze v pfipadé skupin Gastropoda a Cephalopoda se pravdépodobné jednd o
sesterské skupiny (Fryda 2012).
Krom perleti existuje jen nékolik malo nesystematickych publikaci o krystalografické texture
mékkysich schranek. Jde predevsim o vyzkum aragonitové lamelarni struktury a rGznych typl
kalcitovych struktur. Zaméreni téchto publikaci a omezené mnoiZstvi dat o krystalografické
texture dosud znemoziuje jakoukoliv jejich fylogenetickou interpretaci.

1.1.1 Mikromechanické vlastnosti schranek

S rozvojem instrumentalnich technik doslo v poslednich letech k moZnosti vyuzit
nanoindentaci pro uréeni nékterych mechanickych vlastnosti v nano az mikro méritku (Oliver a
Pharr 1992). Tato metoda oznacovand také jako DSI (Depth Sensing Indentation) je
nejrozsifenéjsi metodou vhodnou ke zjistovani veli¢iny mikrotvrdosti a elastického modulu
(Fischer-Cripps 2000).

Struktury nékterych prirodnich materidll vykazuji pozoruhodné mechanické vlastnosti.
Typickym pfipadem téchto vlastnosti je perlet, kterd v poslednich 10 letech poutd pozornost
mnoha vyzkumnik(, ktefi se snaZi o pochopeni vzniku a rlstu perleti. Hlavnim divodem je
moznost syntézy novych materidlll s podobnymi mechanickymi vlastnostmi. Mechanické
vlastnosti schranek mékkyst jsou také predmétem zdjmu mnoha obor( od lékard po
materidlové inZenyry. Stavba perleti vede k pozoruhodnym mechanickym vlastnostem ve
srovnani s monokrystalickym materidlem (Li a kol. 2004; Meyers a kol. 2008; Liang a kol. 2008).
Studiu perleti, jako modelového materidlu, byla vénovana rada védeckych praci, které
analyzovaly vybrané mechanické vlastnosti u rlznych zastupc kmene Mollusca (napf. Li a kol.
2004; Bruet a kol. 2005; Barthelat a kol. 2006). Mayers a kol. (2008) studovali strukturu a
mechanické vlastnosti rdznych biologickych materidl(d, kde se zaméfili na strukturu a
mechanické vlasnotosti gastropodd. Heinemann a kol. (2011) ukazali, Ze periodickym
usporadanim biokrystalkll a organické hmoty do specifické struktury vznikaji pozoruhodné az
dokonalé mechanické vlastnosti schranek mékkysa. Velmi dalezitym faktorem ovliviiujicim vznik
vynikajicich mechanickych vlastnosti perleti je silné spojeni mezi aragonitovymi destickami
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perleti a organickou hmotou (viz také Meyers a kol. 2008). Spojeni biokrystalk( s organickym
L2tmelem” u rlznych mikrostrukturnich typl schranek zajistuje tvrdost a znaénou miru pruznosti.
Hodnoty mikrotvrdosti a elastického modulu jsou vsak u naprosté vétsiny mikrostruktur
mékkysich schranek neznamé. Prvni testy nanoindentacni metody ukazaly, Ze hodnoty
mikrotvrdosti a elasticity jsou velmi ovlivnény jak mikro, tak nanostrukturou (tj. strukturou
vlastnich biokrystalkd) schranek (Bruet a kol. 2005; Katti a kol. 2006). Navic nase prvni data
naznacila, Ze schranky s identickou mikrostrukturou, ale odliSnou krystalografickou texturou
maji odliSné hodnoty mikrotvrdosti a elastického modulu (Fryda a kol. 2013).

Pevnost lastur je ve skutecnosti vyssi nez kosti obratlovcl (Harper 2005). Testy, které provedl|
Currey a Taylor (1974) ukazaly modul pruznosti v rozmezi 40 az 70 GPa a pevnost v rozsahu 20
az 120 MPa, pfi¢emz aragonitova struktura mizZe dosahnout pevnosti az 120 MPa (Li a Nardi
2004; Li a kol. 2004; Barthelat a kol. 2009). Hodnoty tvrdosti a elasticity vykazuji nizsi hodnoty
pfi stoupajici zatézi, pricemZ nanoindentacni méreni (druhu Haliotis rufescens) vykazalo
modulu pruznosti jednotlivych desticek perleti u gastropoda druhu Trochus niloticus byla
zjiSténa hodnota az 92 GPa (Bruet a kol. 2005). U stejného druhu se pohybovala pfi zatézi 50 —
1 000 uN hodnota elastického modulu mezi 114 — 143 GPa a hodnota tvrdosti 7 — 11,4 GPa.

Nanoindentacni méreni bylo provedeno také na anorganickém vzorku aragonitu. Napftiklad
Kearney (2006) provedl méreni mechanickych vlastnosti na Cistém aragonitu kolmo k ose c a
uvadi hodnoty elastického modulu 102,8 GPa + 2,4 GPa a mikrotvrdost 6,2 GPa + 0,3 GPa.
Obdobnou studii provedli také Romana a kol. (2013), ktefi dosli k zavéru, Ze hodnoty tvrdosti a
elastického modulu organického aragonitu jsou velmi blizké hodnotam mineralniho aragonitu.
Hlavnim problémem vsech méreni mikromechanickych vlastnosti schranek mékkysa je vsak
absence stejného metodického postupu pfi mérenich. Tento fakt znemoznuje porovnat vysledky
jednotlivych studii navzajem. K méreni se pouzivaji rlizné tvary indentor(, odlisna ¢asova i silova
schemata, a tak dale. U porovnavanych méreni neni tedy zfejmé, jakou ¢ast rozdilu v méfenych
hodnotach lze pficist rozdilnému metodickému pfistupu, a jakou skutecnému rozdilu ve
vlastnostech material(. Z tohoto divodu neni Ucelné analyzovat zde vysledky vsech nékolika
desitek publikovanych praci o mikromechanickych viastnostech biokompozitl véetné meékkysich
schranek, nebot vysledky téchto praci nemaji ptimy vztah k cilim predlozené disertacni prace.
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2 CiLE PRACE

Hlavnim cilem diserta¢ni prace je urcit dvé vyznamné mikromechanické charakteristiky
schranek, elasticky modul a mikrotvrdost, pomoci nanoindentacnich zkousek u vybranych
zakladnich mikrostruktur schranek meékkysa. Jako modelové mikrostruktury byly vybrany dvé
nejrozsirenéjsi a pravdépodobné také nejprimitivnéjsi mikrostruktury tvorené aragonitem,
perlet (nacre) a lamelarni (crossed lamellar) mikrostruktura, a jedna kalcitovd mikrostruktura
oznacovana v anglosaské literatute jako ,semifoliated mikrostructure®. Dalsi cilem disertacni
prace je analyzovat vztah elastického modulu a mikrotvrdosti perleti k mikrostrukturnim a
texturnim parametrdm a k prostredi Zivota studovanych mékkysa. Cilem této analyzy je zjistit,
které faktory determinuji studované mikromechanické vlastnosti perleti.

Pro disertacni praci byly stanoveny nasledujici cile:

i Urcit a porovnat elasticky modul a mikrotvrdost dvou odlisnych mikrostruktur, kalcitové

a aragonitové, u vybranych mékkyst Zijicich ve vyrazné odlisSnych fyzikalnich
podminkach.

ii. Urcit a porovnat elasticky modul a mikrotvrdost anorganického aragonitu a aragonitové
perleti mlz4 s odliSnou krystalografickou texturou a analyzovat vliv anizotropie
aragonitu na mérené mikromechanické veliciny.

iii. Urcit elasticky modul a mikrotvrdost perleti mlza z odlisSnych Zivotnich prostiedi a

analyzovat vztah mikromechanickych veli¢in k mikrostrukturnim a texturnim
parametrdm perleti.
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3

METODIKA

Pro studium mikrostruktury byli vybrani zastupci kmene Bivalvia a Gastropoda.

Z kmene plzl byli vybrani tfi zastupci fylogenetické linie Patellogastropoda: Limalepeta lima,

Nipponacmea concinna a Pectinodonta orientalis.

Z kmene Bivalvia bylo vybrano jedenact druhd, z nichz dva druhy (Mytilus edulis a Pinna nobilis)

byly zastoupeny dvéma jedinci. Celkem tedy tfinact zastupcl nasledujicich druhG: Amblema

plicata, Brachidontes rostratus, Leptodea fragilis, Modiolus barbatus, Mytilus californianus,

Mytilus edulis, Mytilus galloprovincialis, Nucula nucleus, Pinctanda radiata, Pinna nobilis,

Quadrula apiculata.

Do této studie bylo zafazeno a studovano celkem 16 jedincd.

Zastupci kmene Mollusca vybrani pro studii:

zastupci oblast vzorek .
Gastropoda

Limalepeta lima Tichy ocean, Japonsko 62
Nipponacmea concinna Tichy ocean, Japonsko 55
Pectinodonta orientalis Tichy ocean, Japonsko 63
Bivalvia

Amblema plicata Texas, USA 121
Brachidontes rostratus Tichy ocean, Australie 115
Leptodea fragilis Texas, USA 122
Modiolus barbatus Jaderské more, Slovinsko 104
Mytilus californianus Tichy ocean, USA 116
Mytilus edulis Severni more, Norsko 103
Mytilus edulis Kanal La Manche, Anglie 106
Mytilus galloprovincialis Jaderské more, Chorvatsko 105
Nucula nucleus Stfedozemni more, Spanélsko 110
Pinctada radiata Egejské mote, Recko 101
Pinna nobilis Stfedozemni more, Spanélsko 108
Pinna nobilis Jaderské more, Slovinsko 109
Quadrula apiculata Texas, USA 123

Zakladni charakteristika a popis studovanych druh je v abecednim poradi uveden v kapitole 3.1

Charakteristika vybranych druh(.
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3.1 Charakteristika vybranych druhi

3.1.1 Limalepeta lima Dall, 1918

Limalepeta lima patfi do nadrfddu Eogastropoda, fadu Patellogastropoda, nadceledi

Lottioidea a Celedi Lepetidae Gray, 1850.

Foto 3.1 - Schranka druhu
Limalepeta lima.

Ovalny, kapovity tvar schranky dorlsta maximalni velikosti 40
mm. Tenkosténnou schranku charakterizuji jemné drazky
smérujici radialné od vrcholu k okraji. Barva schranky je svétle
hnéda s charakteristickym perletovym leskem na vnitini
strané.

Pfirozenym vyskytem jsou skalnaté utesy, kameny Ci Stérk,
Casto také schranky jinych druhG mékkysa, obvykle miz(.
Hloubka vyskytu je pro dany druh 4 az 120 m, ¢astéji se vsak
vyskytuje v rozmezi hloubky 10 — 40 m (Kolbin 2006).
Studovany vzorek druhu L. lima (vzorek €. 62) byl odebrdn
na pobfezi Tichého ocedanu v blizkosti mésta Kushiro,
Hokkaido, Japonsko v hloubce 50 — 100 m (sbératel Takenori
Sasaki, 1989).

3.1.2 Nipponacmea concinna Lischke, 1870

Nipponacmea concinna patfi do nadfddu Eogastropoda, fadu Patellogastropoda, nadceledi
Lottidea a Celedi Lottidae Gray, 1840.

Foto 3.2 - Schrénka druhu
Nipponacmea concinna.

Schranky rodu Nipponacmea jsou ovalného tvaru o velikosti do
35 mm. Barva schranky je na vnéjsi strané nazelenald az hnéda
s charakteristickym povrchem jemnych radidlnich drazek.
Vnitfni strana schranky je vysoce leskld se zelenomodrym
ténem. Tenky vnitfni okraj schranky vykazuje barvu a texturu
substratu, na ktery schranka priléha.

Nipponacmea concinna je velmi rozSifenym druhem v oblasti
Japonska a pfrilehlych ostrov(l. Pfirozenym vyskytem je litoralni
zona, kde obyva kameny a balvany pfilivového pasma do
hloubky 25 metr(.

Studovana schranka (vozorek €. 55) pochazi z pobrezi Tichého
oceanu v blizkosti mésta Kinzkazan, Prefektura Miyagi,

Japonsko (sbératel Takenori Sasaki, 2004).
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3.1.3 Pectinodonta orientalis Schepman, 1908

Pectinodonta orientalis patfi do nadfadu Eogastropoda, fadu Patelogastropoda, nadceledi
Acmaeoidea a ¢eledi Acmaeidae Forbes, 1850.

Schranky ovalného tvaru dorUstaji do priimérné velikosti 12
— 18 mm. Charakteristickym rysem schranek druhu P.
orientalis je bélavé zbarveni, potvrzujici hloubku jejich
vyskytu, jenz je pod hranici fotické zény. Vnéjsi stranu
schranky charakterizuji jemné rilstové linie, sméfujici
v koncentrickych kruzich od apexu k okraji.

Taxon Pectinodonta je z pohledu pfirozeného vyskytu
vyjimkou mezi zastupci Celedi Acmaeidae, pro kterou je
obvyklé litordlni pdsmo. Pfirozenym vyskytem jedincu
tohoto taxonu je batyalni aZz abysalni zona (390 — 4 450 m)
(Marshall 1985).

Studovana schranka druhu P. orientalis (vzorek €. 63) pochazi

z pobreZi Tichého oceanu vychodni ¢asti Japonska, v blizkosti
Foto 3.3 - Schranka druhu

) ) ) mésta Hyuga Basin, vylovena z hloubky 1 092 —1 094 m
Pectinodonta orientalis.

(R/V Tansei-maru KT-86-16 station C) (sbératel Takenori
Sasaki, 2002).

3.1.4 Amblema plicata Say, 1817

Amblema plicata patfi do nadfadu Palaeoheterodonta, fadu Unionoida, nadceledi
Unionoidea a Celedi Unionidae Fleming, 1828.

Foto 3.4 - Schranka druhu Amblema plicata.

Kulata nebo protdhla schranka je charakteristicka paralelnimi hfebeny na zadni ¢asti lastury.
Velikost A. plicata dosahuje délky pfiblizné 150 mm. Barevné variace koresponduji se stafim
jedince. Pro juvenilni stadia je typické Zlutozelené az hnédé periostrakum, pticemz starsi jedinci
se vyznaduji tmavézelenym, hnédym a éernym zbarvenim. Perlet ma barvu bilou casto
s duhovymi skvrnami.

Amblema plicata je sladkovodni druh, jehoZ pfirozenym vyskytem jsou toky a vodni nadrze
s bahnitym ¢i pis¢itym dnem (Cummings et Mayer 1992; Watters 1995). Dle studii pochazi
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vyrazné vypouklé schranky s mensim pocétem ryh z velkych tokd a naopak. Tento druh se bézné
vyskytuje v Mississippi, v Mexickém zdlivu a centrdlni oblasti Texasu az po Floridu.

Studovand schranka (vzorek ¢. 121) pochdzi ze severozapadniho Texasu (USA) (sbératel Jifi
Fryda).

3.1.5 Brachidontes rostratus Dunker, 1857

Brachidontes rostratus patfi do nadfadu Pteriomorphia, Fadu Mytiloida, nadceledi Mytiloidea
a Celedi Mytilidae Rafinesque, 1815.

Foto 3.5 - Schranka druhu Brachidontes rostratus.

Lastura véjitovitého tvaru s vyrazné zaspicatélym stitem dorlsta velikosti priblizné 40 mm.
Vnéjsi struktura schranky je jemné ryhovana svétlehnédé barvy a jeji vnitini ¢ast charakterizuje
typické perletové zbarveni.

Pfirozenym vyskytem druhu B. rostratus je malakologickd oblast australska, ktera pokryva
severni pobrezi (tropické pasmo), zapadni a vychodni pobfezi (subtropické pasmo) a jizni pobrezi
Austrdlie (mirné chladné pasmo). Nejcastéji obyva skalnaté brehy, kde vytvari shluky schranek
pod pfilivovou hranou nebo Zije ve skulinadch skalisek pfichycena byssovymi vlakny (Bruyne
2003).

Studovana schranka (vzorek €. 115) pochazi z Brouler Beach mésta Sydney (Australie) (sbératel
Michal Mergl).
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3.1.6 Leptodea fragilis Rafinesque, 1820

Leptodea fragilis patfi do nadfadu Palaeoheterodonta, fddu Unionoida, nadceledi Unionoidea
a ¢eledi Unionidae Fleming, 1828.

Foto 3.6 - Schranka druhu Leptodea fragilis.

Ovalné lastury dosahuji velikosti 150 mm, jsou tenké a ploché. Stafi jedince odrazi barvu
periostraka, stejné jako letokruhy na vnéjsi strané lastury. Zlutavé zbarveni je typické pro mladsi
jedince nékdy se zfetelnymi zelenymi pdsky oproti starsim jedincim, kde je zbarveni Zlutohnédé.
Vnitfni strana lastury je modrobild nebo nazloutld perlet, v misté zubd mize byt rdzova az
purpurova.

Leptodea fragilis je sladkovodni druh, jehoZ biomem jsou feky a potoky. Pfirozenym vyskytem
jsou toky a vodni nadrze s bahnitym ¢i Stérkovitym aZ pisCitym dnem. Vyskytuje se v prostredi
horskych potok( aZ po feky a jezera hojné v severovychodni ¢asti USA (Cummings a Mayer 1992;
Watters 1995).

Studovand schranka (vzorek ¢. 122) pochazi ze severozapadniho Texasu (USA) (sbératel Jifi
Fryda).

3.1.7 Modiolus barbatus Linnaeus, 1758

Modiolus barbatus patfi do nadradu Pteriomorphia, fadu Mytiloida, nadceledi Mytiloidea a
celedi Mytilidae Rafinesque, 1815.

1cm

Foto 3.7 — Schranka druhu Modiolus barbatus.
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Lastury maji protdhle trojuhelnikovity tvar, jejich barva je hnédocervena. Velikost schranky
dorlista do velikosti 65 mm. Na vnéjsi strané lastury jsou u dospélych jedincl zfetelné hrubé
rastové linie ¢asto porostlé dlouhymi vldkny. Vnitfni strana, tzv. perletové vrstvy ma barvu
nachovou.

Pfirozenym vyskytem druhu M. barbatus je litoralni a sublitoralni pasmo s hloubkou vyskytu az
nékolik desitek metr( (do 200 m) s hrubé pisCitym az Stérkovitym substratem, nejcastéji v
mistech se silnym proudénim. Geografické rozsifeni tohoto druhu saha do malakologické oblasti
arktické, kalifornské, keltské, japonské a lusitanické oblasti (Bruyne 2003).

Studovana schranka (vzorek ¢. 104) pochazi z porezi Jaderského more v blizkosti vesnice Izola
(Slovinsko) (sbératel Michal Mergl).

3.1.8 Mytilus californianus Conrad, 1837

Mytilus californianus patfi do nadfadu Pteriomorphia, Fadu Mytiloida, nadéeledi Mytiloidea a
celedi Mytilidae Rafinesque, 1815.

Py 3

Foto 3.8 — Schranky druhu Mytilus californianus.

Mohutnou schranku charakterizuji paprscité vystoupla Zebra s nepravidelnymi rlstovymi
liniemi. Povrch schranky je c¢asto erodovany (Morris a kol. 1980). Vnitfni strana lastur ma
modrosedé zbarveni. Velikost schranky dosahuje pfiblizné 150 mm.
pfirozenym vyskytem jsou skalnaté utvary na otevienych pobrezich, kde je prichycen byssatnimi
vlakny (Morris a kol. 1980). Diky vlakntm, kterymi je pfipevnén k substratu je tento druh
schopen vytvaret masivni vrstvy na nechranénych skaldch a pilifich az do hloubky 24 m (Cowles
2002). Geograficky je tento druh rozsifen v malakologické oblasti kalifornské, aleotické a arktické
(Bruyne 2003).

Studovand schrdnka (vzorek ¢. 116) pochazi z pobrezi Tichého oceanu u mésta Bookings (JZ
Oregon, USA) (sbératel Jifi Fryda).
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3.1.9 Mytilus edulis Linnaeus, 1758

Mytilus edulis patfi do nadfadu Pteriomorphia, fadu Mytiloida, nadceledi Mytiloidea a Celedi
Mytilidae Rafinesque, 1815.

Foto 3.9 — Schranka druhu Mytilus edulis.

Schranky jsou hladké s vyraznymi rlistovymi liniemi. Tenkosténné lastury trojuhelnikovitého
tvaru maji priimérnou délku 90 mm. Nékteré populace vsak dor(staji jen délky 30 mm a naopak
nejvétsi exempldre mohou dosahnout az 200 mm. Tvar a velikost schranek se méni v zdvislosti
na podminkach prostiedi (Tyler-Walters 2008). Schranky druhu M. edulis jsou ¢asto zaménovany
za druh Mytilus galloprovincialis, které jsou vSsak mirné vétsi (Tebble 1976; Tyler-Walters 2008).
Na vnéjsi strané schranek prevazuje Zlutohnédé barvivo, které od vrcholu prechazi v tmavé
fialové pdsy. Vrchni vrstva schranky je ¢asto ¢erna.

Mytilus edulis je celosvétové rozsitenym druhem mirnych pasem. Jejich vyskyt je vdzan na
malakologickou oblast arktickou, severoatlantskou borealni oblast, lusitanskou oblast (tj. oblast
Stfedozemniho mofre s ¢asti Atlantského oceanu) (Bruyne 2003). Jeho prirozenym vyskytem je
litoralni aZ sublitordlni pasmo, obvykle do hloubky 25 m. Schranky jsou pfipoutany byssovymi
vldkny k podkladu, kterym jsou skalnaté utvary ¢i jiné lastury. Na kluzkych mistech tvofti jakési
,lavice” (Bruyne 2003).

Studované schranky pochazi ze Severniho more (Slemmestad, Oslo) (vzorek ¢. 103) a z pobrezi
u mésta Brighton (kanal La Manche, Anglie) (vzorek ¢. 106) (sbératel Michal Mergl).
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3.1.10 Mytilus galloprovincialis Lamarck, 1819

Mytilus galloprovincialis patfi do nadfadu Pteriomorphia, rfadu Mytiloida, nadceledi
Mytiloidea a ¢eledi Mytilidae Rafinesque, 1815.

Tem

Foto 3.10 — Schranka druhu Mytilus galloprovincialis.

Lastury Mytilus galloprovincialis maji trojuhelnikovity tvar dorUstajici délky 100 mm. Jejich
barva prechazi ze zelenohnédé az do cerné na vnéjsi strané schranky. Vnitini stranu schranky
tvofi perletova vrstva, kterd zcela nedordsta k dolnimu okraji.

Pfirozenym vyskytem je litordlni a sublitoralni padsmo do hloubky 25 m. Schranky Ziji obdobné
jako druh Mytilus edulis, tj. pfisedle na skalnatych Utvarech Ci jinych lasturach. Z malakologickych
oblasti obyva keltskou oblast a lusitanskou oblast (Bruyne 2003). Jedna se o bézné rozsiteny
druh.

Studovana schranka (vzorek ¢. 105) pochazi z pobrezi Jaderského more v blizkosti mésta Rabac
(Istria, Chrovatsko) (sbératel Michal Mergl).

3.1.11 Nucula nucleus Linnaeus, 1758

Nucula nucleus patfi do nadfddu Opponobranchia, fadu Nuculoida, nadceledi Nuculoidea a
celedi Nuculidae Gray, 1824.

ANyl

—— Tmm
Foto 3.11 — Schranka druhu Nucula nucleus.

Prdmérna délka schranky druhu Nucula nucleus dosahuje pfiblizné velikosti 14 mm. Pevné
lastury ovalného tvaru charakterizuje ohnuty vrchol a jemné ryhy rostouci radidlné od vrcholu.
Charakteristicky je vyrazné vroubkovany okraj. Zbarveni schranky je na vnéjsi strané v barvé
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smetanové aZ Sedobilé s hnédym az rudohnédym periostrakem. Vnitfni strana schranky ma
leskle perletové zbarveni.

Pfirozenym vyskytem druhu N. nucleus je sublitoralni pdsmo aZ do hloubky 150 m. Jedna se o
méné bézny druh (Bruyne 2004).

Studovana schranka tohoto druhu (vzorek ¢. 110) pochazi z pobrezi Stredozemniho more
u mésta Denia (Valencie, Spanélsko) (sbératel Michal Mergl).

3.1.12 Pinctada radiata Leach, 1814

Pinctada radiata ndlezi do nadfddu Pteriomorphia, fadu Pterioida, nadceledi
Pteriodidea a Celedi Pteriidae Gray, 1847.

1cm

Foto 3.12 - Schranka druhu Pinctada radiata.

Tenkd schranka ctvercovitého tvaru je charakteristickd lupenitym povrchem s trnitym
okrajem. Velikost schranky tohoto druhu dorlstd v priméru do velikosti 65 mm.
Charakteristickym znakem vnéjsi schranky jsou radialni paprsky tmavych odstinli barvy zelené,
hnédé az éerné. Vnitini vrstva schranky je typickd duhovym zbarvenim perleti, ktera nedorUsta
k samému okraji schranky.

Pfirozenym vyskytem druhu P. radiata je litoraIni az sublitoralni pasmo do hloubky 150 m. Velmi
Casto se vsak vyskytuje v hloubce do 25 m. Pinctada radiata je druh béZné rozsifeny v zapadnim
Pacifiku, vychodni Africe, Rudém mof¥i, Perském zalivu, Havaji a severnim Japonsku (Carpenter
et Niem 1998).

Studovana schranka tohoto druhu (vzorek ¢. 101) pochazi z pobrezi Egejského more u vesnice
Amoopi (Karpathos, Recko) (sbératel Michal Mergl).
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3.1.13 Pinna nobilis Linnaeus, 1758

Pinna nobilis patfi do nadfadu Pteriomorphia, fadu Pinnoida, nad¢eledi Pinnoidea, 1819
a Celedi Pinnidae Leach, 1819.

Foto 3.13 — Schranka druhu Pinna nobilis.

Charakteristickym znakem Pinna nobilis je protahly, véjifovity tvar lastur, které dosahuji
pramérné velikosti 40 cm. Jedna se o nejvétsi druh mlze ve Stredomoti, jelikoZ ve své maximalni
délce mUZe dosahnout az 100 cm. Lastury jsou charakteristické Zlabkovitymi Supinami na vnéjsi
strané schranky a to predevsim u mladsich jedincl. Zbarveni vnéjsi strany lastur je Sedohnédé
s prechodem do ¢ervenohnédé.

Pfirozenym vyskytem druhu P. nobilis jsou mélké pobieini vody nebo porosty Posidonia
oceanica vyskytujici se do hloubky 30 m. Do piscitého ¢i bahnitého substratu jsou zanoreny
témér do jedné tretiny schranky. Pinna nobilis obyva celé Stfedozemni more a pobtezi zapadni
Afriky, pokryva tedy celou lusitdnskou malakologickou oblast (Bruyne 2003).

Studované schranky pochazi z porezi Stredozemniho more v blizkosti mésta Denia (Valencie,
Spanélsko) (vzorek €. 108) a z pobiezi Jaderského mofte u vesnice Izola (Slovinsko) (vzorek €. 109)
(sbératel Michal Mergl).

3.1.14 Quadrula apiculata Say, 1829

Quadrula apiculata patfi do nadfadu Palaeoheterodonta, fadu Unionoida, nadceledi
Unionoidea a ¢eledi Unionidae Fleming, 1828.

Foto 3.14 — Schranka druhu Quadrula apiculata.
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Robustni lastury ¢tvercovitého tvaru se silnou perletovou vrstvou maji na svém povrchu rfadu
vybézku. Velikost schranky mize dosahnout priblizné 70 mm. Zbarveni schranek je Zlutozelené
az svétle hnédé.

Pfirozenym vyskytem druhu Q. apiculata jsou sladké vody, stojaté vodni plochy, ale i tekouci
feky. Objevuji se prevainé ve stfedozapadni aZ jizni ¢asti USA. Schranky obyvajici vétsi vodni
plochy se vyznacuji ndpadnéjsi skulpturou oproti jedinciim z mensich tok( (Gangloff 2004).
Studovand schranka (vzorek €. 123) pochdzi ze severozdpadniho Texasu (USA) (sbératel Jiti
Fryda).
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3.2 Metody studia mikrostruktury schranek kmene Mollusca
3.2.1 Vybér a ptiprava vzorkut

Nékolik desitek vzork( schranek plzéi a mlzG bylo pfipraveno v laboratoti Ceské geologické
sluzby, jejiz specializaci je pfiprava mikroskopickych preparatd — Gprava rGznych materiadl( do
podoby preparatu, ktery je nasledné mozné studovat optickym ¢i elektronovym mikroskopem a
vystavit zatéZovym testim v podobé nanoindentacnich zkousek.

KaZdy orientovany vzorek schranky byl fixovanim do pryskyfice Epofix ve tvaru vélce o prdméru
pfiblizné 30 mm (viz foto 3.15). Nasledné byl vzorek brousen postupné jemnéjsim karborundem,
po té také diamantovymi spreji o zrnitosti 3 aZz 0,25 pm. V posledni fazi leSténi byla pouZita
zrnitost 0,05 pm. Doba trvani jednotlivych fazi se pohybuje v rozmezi nékolika minut, mezi néz
je zarazeno omyvani a Cisténi v ultrazvukové lazni. Celkova doba pfipravy a lesténi vzorku je
zavisla na narocnosti a kvalité materialu. Primérna doba pripravy jednoho vzorku je 3 dny,
pficemz doba lesténi jednotlivymi brusivy odpovida pfiblizné 15 minutdm. Krom vlastni pfipravy
orientovaného vzorku bylo vlastni lesténi vzork(l provedeno povéifenymi pracovniky CGS, ktefi

jedini mohou s pouZitym zafizenim pracovat.

Foto 3.15 — Vzorky fixované do Epofixu, pfipravené ke studii.
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3.2.2 SEM

Metoda pozorovani pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu je povazovdna za
nepfimou metodu. Skenovaci elektronovy mikroskop je pfistroj, ktery pracuje na principu
zobrazeni odraZzenych nebo sekundarnich elektron(. Velka hloubka ostrosti ddva moznost nalézt
i u dvojrozmérnych snimk( ze SEM jisty trojrozmérny aspekt. Z tohoto dlvodu byla uvedena
metoda vyuZita ke studiu mikrostruktury studovanych schranek.

Vzorky lastur byly rozldamany na drobné ulomky o velikosti pfiblizné 2 - 5 mm tak, aby byla
odhalena studovana vrstva perleti. Tyto ¢asti vzork( byly nalepeny uhlikovou pastou na hlinikovy
ter¢ik s uhlikovou podlozkou. U kazdého vzorku byla zaznamendna biologicka orientace a
oznaceni vlastnim cislem, aby pfri testovani nedoslo k zdméné vzorkU. Lepeni se provadi pod
binokuldrni lupou s pouZitim pinzety tak, aby byly vzorky v nejoptimalné;jsi poloze pfi prohlizeni
SEM. Na jeden tercik Ize nalepit dva aZ tti vzorky, v zavislosti na jejich velikosti.

Pfed vlastnim pozorovanim v SEM je nezbytné potahnout vzorek velmi tenkou vrstvickou
kovu s dobrou elektrickou a tepelnou vodivosti, kterd ma za ukol odvést negativni elektricky
naboj, zvysit produkci sekundarnich elektroni a minimalizovat poskozeni preparatu teplem
uvolnénym brzdicimi se primarnimi elektrony. Tloustka naprasené vrstvy by méla byt pfiblizné
10 - 20 nm tak, aby byla dostate¢na, ale nezakryvala povrchové detaily. Pokovovani vzorkd miza
bylo provedeno zlatem nebo zlatem a paladiem v naprasovaci aparature firmy JEOL JFC-1200.
Pozorovani studovanych vzork( ve skenovacim elektronovém mikroskopu bylo provedeno na
SEM japonské firmy JEOL-6380LV na prirodovédecké fakulté Univerzity Karlovy. Pfi prohlizeni
preparatl bylo vétsinou pouZito urychlovaci napéti 15 kV. Pozorované casti schranky byly
snimkovany a ukladany v digitalni podobé.

3.23 EBSD

Elektronova difrakce zpétné odrazenych elektrond (EBSD), také znama jako Kikuchiho
difrakce zpétné odraZzenych elektrond (BKD), kterda se vyuZiva ke studiu krystalografické
orientace materialll a objasnéni textury krystalického c¢i polykrystalického materidlu ci
k identifikaci téchto material(. Pfednosti metody EBSD je spojeni mezi texturou a krystalografii.

elektronové difrakce zpétné odrazenych elektrona.

Metoda EBSD se pouziva ve spojeni se skenovacim elektronovym mikroskopem vybavenym
kamerou snimajici zpétnou difrakci elektron(l. Princip této metody je zaloZen na interakci
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jednotlivych elektront s krystalografickou mtizkou, vytvarejici difrakéni vzor na fluorescenéni
obrazovce, ktery je charakteristicky pro kazdou krystalovou strukturu.

Atomy krystalickych materialQ jsou pravidelné usporadané v trojrozmérné souradnicové siti
bodl nazyvané krystalicka mfizka. Shluky krystall polykrystalickych materiald se formuji do
urcité orientace - tzv. krystalografické textury.

V predloZené praci byla metoda EBSD vyuZita pro stanoveni krystalografické textury perleti
mlzd, kterou tvofi krystaly aragonitu. Kazdy krystal aragonitu je polygonalni destic¢ka o tloustce
zhruba 0,5 um a Sifce nékolika um, usporadana do vrstevnaté struktury (Woijtal, 2000).

Obrazek 3.1 - Elementdrni bunky usporadané do desticky aragonitu (Wojtal 2000).

Analyzy EBSD byly provedeny v laboratofich Ceské geologické sluiby za pouziti detektoru

Nordlys pfipojeného ke skenovacimu elektronovému mikroskopu CamScan. Vysledky sérii EBSD
Kikuchiho skupin byly odejmuty detektorem Nordlys a krystalograficka orientace kazdého
zméreného biokrystalu byla zhodnocena softwarem EBSD (HKL CHANNEL 5). Z ddivodu pfisnych
pravidel bezpecnosti prace musel provést méreni skolitel prace (Jifi Fryda) (pristroj generuje
ionizujici zareni). Pro aragonit je mozZno vybrat vice typl indexovani krystalografické buriky.
Zpracovani méreni EBSD aragonitu programem HKL Channel 5 pouzivd nasledujici indexovani
[001] = krystalograficka osa a, [010] = krystalograficka osa b, [100] = krystalograficka osa c. Na
kazdém vzorku perleti bylo provedeno 1 000 az 5 000 méreni v soutadnicové siti s rozestupem
15 um. Vzhledem k velikosti perletovych desticek (pfiblizné 15 um) odpovida pocet méfeni poctu
zmérenych perletovych desticek v kazdém vzorku schranky. Méfeni byla provedena v rezimu
»Safe mode”, ktery v kazdém méreném bodé provede tfi zaznamy difrakénich vzorl a pouze pfi
naprosté shodé vyhodnocenych orientaci provede zaznam méreni.
Pro dalsi analyzu krystalografické textury perleti byla vybrana pouze méreni s nizkou hodnotou
MAD (Mean Angular Deviation). Souborem programi HKL CHANNEL 5 byla vypocitana orientace
kazdé zmérené perletové desticky a ta byla vyjadfena tfemi Eulerovymi Uhly. Eulerovy Uhly byly
prevedeny na krystalografické sméry softwarovym balickem Skeble (viz Fryda a kol. 2009).
Vysledky texturnich analyz byly vyneseny ve stereografické projekci pro krystalografické sméry
[100], [010], [001] a [101].

Pro vSechny projekce je rovina papiru rovnobézna s rovinou lesténého nabrusu. Vzhledem ke
skutecnosti, Ze cilem této dizertacni prace je studium mikromechanickych vlastnosti a nikoliv
krystalografické textury, byly pro studium vybrany prevazné takové vzorky, na nichZ byla metoda
EBSD jiZz aplikovana. Namérena a castecné jiz publikovana data (Fryda a kol. 2009) byla tedy
zpracovana pro potreby této dizertacni prace. Data o krystalografické orientaci jednotlivych
krystalografickych os perleti byla pouZita k vypocCtu dvou parametrd C a K podle metody
Woodcockovych pomérl (Woodcock 1977; Woodcock a Naylor 1983). Parametr C urcuje miru
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usporadani a parametr K charakteristicky typ texturniho vzorce. Tyto parametry byly vyuZity
k analyze vztahu krystalografické textury perleti a studovanych mikromechanickych vlastnosti.
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Obrazek 3.2 — Woodcocktv pomér (C a K).

3.2.4 Metoda nanoindentace

Pro urceni elastického modulu a mikrotvrdosti byla pouZita metoda indentacni zkousky,
pouzivana k mechanickym zkouskam materidlového inZenyrstvi. K vypoctu tvrdosti a elastického
modulu z téchto dat se v soucasnosti nejcastéji pouzivda metoda navrzena Oliverem a Pharrem

(1992).

Princip nanoindentace
(Berkovichovy pyramidy) do materidlu na Urovni nm - um (viz foto 3.17 a obrazek 3.3) pfi
soucasném zaznamendvani aplikované sily (P) a hloubky vpichu (h) (obrazek 3.4).

Foto 3.17 — Otisk indetoru v testovaném materidlu. Sitka obrazu zhruba 0,5 pm.

spocivd ve vtalCovani

pyramidalniho diamantového hrotu
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Z namérené indenacni kfivky, tj. sila vs. hloubka (obrdzek 3.5), se standardné vypocita elasticky
modul a mikrotvrdost testovaného materidlu.

P
indentor )
a | nedeformovany povrch

T S R T

hT h

Ia “* odlehdeno _~

hmax

h oy

v ‘ zatizeno

Obrazek 3.3 - Schéma odlehcovani indentoru (Oliver et Pharr 1992).

Kdykoliv v prlibéhu zatiZeni je celkové posunuti h vyjadireno vztahem:
h=hc+h,

kde h¢ urcuje vertikalni hloubku (kontaktni hloubku) a h, je hloubkou posunu v obvodu
kontaktu. Polomér kruhu dotyku indetoru vyjafuje a. Uvolnénim indentoru vznikd konecnd
hloubka zbytkové tvrdosti h;.

>

-

zatézovani

Indentaéni sila. P

odlehéovani

P

i
— b _-—A Indentacni hloubka, /1

-
>

Obrazek 3.4 — Indenacni kfivka (Oliver a Pharr 1992).

Indentacni kfivka je grafickym znazornénim parametrd pouzivanych pfi zjistovani elasticity
materialu. Vrchol kfivky je prinikem maximalni hloubky (hmax) v zavislosti na maximu vynalozené
sily (Pmax). Parametr S vyjadfuje tuhost materialu.

Vlastni méreni byla provadéna na zafizeni Hysitron IT 950 Tribolndenter kvazi-statickou
nanoindentaci operatorem tohoto zafizeni dle parametr(, které byly vybrany na zakladé studia
literatury. Pro studium anizotropie byl naplanovan experiment, ktery vyZaduje méreni Uhld
rotace vzorku podle osy kolmé k povrchu vzorku. K tomuto Ucelu byl zakoupen rotacni stolek
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(majetek CZU) z prostfedkil poskytnutych grantovou agenturou CR (P210-11-1891). Jednotlivé
kroky méreni byly naplanovany spolecné se skolitelem a vlastni automaticka méreni byla
provadéna za uziti Berkovichova hrotu, majici tvar trojboké pyramidy.

V dil¢i studii bylo nejprve testovano, zda poufZiti Berkovichova hrotu majiciho troj¢etnou
symetrii, neovliviiuje méreni hodnot elastického modulu a mikrotvrdosti aragonitu (tj. perleti),
ktery ma ve sméru osy ¢ dvoucetnou symetrii. Jinymi slovy, zda orientace Berkovichova hrotu
neovliviiuje mérené hodnoty.

Méreni studovanych vzorkél bylo provedeno v laboratofi nanoindenta¢nich technologii CVUT
Praha. K méreni byly pouZity orientované nabrusy (viz foto 3.15), pripravené dle metodiky
popsané v ¢asti 3.2.1.

Topografie povrchu vzorkt sledované oblasti o velikosti 20 x 20 um byla naskenovana pomoci
in-situ SPM. Nasledné byla na naskenovaném snimku zvolena a oznacena mista pro indexaci
pomoci tzv. ,click skript” a aplikovana funkce piezo automatického médu, kterd umisti indenty
s chybou < 10 nm. U vsech experimentl byla tloustka testované vrstvy 1 pm a maximalni
zatéZovaci sila stanovena na 1 000 uN, ktera dle normy odpovidala hloubce vpichu (hmax < 100
nm). ZatéZovaci funkce (zatéZovani, konstantni sila a odleh¢ovani) byly stanoveny na5x 2 x5
sekund. V téchto casovych intervalech byl zatéZovan testovany material. Pfi vytahovani hrotu z
materidlu se v disledku elasticity vraci zpét, tim tla¢i do hrotu silou, kterd je pfistrojem
zaznamendna. Elasticky parametr — elasticky modul E [GPa] se pak vyhodnocuje dle metody
Olivera a Pharra (1992). Tento parametr je vyjadieny vztahem:

S\
b=

kde S je kontaktni tuhost a A vyjadfuje primét kontaktni plochy.

Dalsim vystupem je mikrotvrdost H [GPa]:

Po ukonceni nanoindentace byla testovana plocha opét naskenovana pro kontrolu pozice
indentl (foto 3.18).
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Foto 3.18 - Snimek topografie povrchu perleti ziskané pomoci in-situ
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SPM po provedeni nanoindentace.

Grafickym zobrazenim nanoindentace je indentacni kfivka, zndzorfujici zatéZovaci silu

v zavislosti na hloubce vpichu (obrazek 3.5). Pfi méreni se na nékterych krivkach vyskytl tzv.

pop-in efekt, ktery mizZe byt zplsoben kiehkosti materidlu, tloustkou testovanych vrstev perleti,

pripadné jejich prekryvanim. Tato méreni musi byt vyloucena z dalsich vypocta.
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Obrazek 3.5 - Graf kfivek zatéZovaci sily v zavislosti na hloubce vpichu. Jednotliva ¢isla na snimku

skenu odpovidaji jednotlivym indentlm.
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Jak jiz bylo uvedeno, perlet je nanokompozit tvofeny pfevazné aragonitem. Publikovana data
o mikrotvrdosti a elastickém modulu pruznosti anorganického aragonitu jsou rozporna. Z tohoto
dlvodu byly provedeny nanoindentacni zkousky i na monokrystalu aragonitu z lokality Boretice,
ktery byl naleStén kolmo ke krystalografické ose c.

3.3  Statisticka analyza dat

Hodnoty sledovanych mikromechanickych vlastnosti, mikrotvrdost a elasticky modul, a jejich
zavislost, byly vyhodnoceny standardnimi statistickymi metodami. Drive nezZ bylo provedeno
statistické Setfeni, byly z mérenych dat vylouceny hodnoty ovlivnéné ,pop-in“ efektem ci
hodnoty mérené v misté s nevhodnym povrchem (napfr. obrazek 4.20). Postup pfi zpracovani dat
a pouzité metody je mozné popsat nasledujicim schématem:

Parametrické metody Neparametrické metody

Test normality Shapiro-Wilkav test

Test podobnosti /
Leveneuv test

rozptylu

(homoskedasticity) l \

Test shody Jednocestna ANOVA Kruskal-Wallistv
stfednich hodnot Welchuv test test
Post-hoc test Tukeyuv test Mann-Whitney test

Shapiro-Wilkiiv test
Shapiro-Wilk(v test byl pouZit pro ovéreni normality mérenych hodnot jako jedné z podminek
nasledného pouziti nékteré z parametrickych statistickych metod.

Levenelv test

Levenellv test byl pouZit na test homogenity rozptyld, coz je jeden dulezZitych predpokladi
ANOVY.

Jednocestna ANOVA

Jednou z vhodnych parametrickych statistickych metod pfi studiu problém, kdy existuje zavisla
proménna spojitého typu a nezavislé proménné jsou kategoridlni (faktory), je analyza variance
(Analysis of variance = ANOVA). V této prdci byla ANOVA pouzita pro jeden kategorialni faktor
(napf. rotaci), je to tedy tzv. jednocestna ANOVA. Pro pouziti ANOVyY musi byt splnény nasledujici
predpoklady — nezavislost méreni, normalita a podobnost rozptyll (homoskedasticita). Pro
testovani normality byl pouZit Shapiro-Wilkiv test a pro testovani homoskedasticity Leveneiv
test. Shapiro-Wilkav test je velmi silny a robustnost ANOVy k naruseni normality stoupa s poc¢tem
pozorovani ve skupiné.
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Welchiiv test
Welchlv test byl pouZit jako alternativa ANOVy pro pfipad nestejného poctu méreni
v porovnavanych souborech.

Tukeyiiv test

Tukeylv post hoc test byl pouZit pro uréeni méreni, mezi kterymi je statisticky vyznamny rozdil
ve stfednich hodnotach v pfipadé, Zze ANOVA (¢i Welchlv test) odmitly shodu jejich stfednich
hodnot.

Kruskal-Wallisiiv test
Kruskal-Wallistv test, jako neparametrickd metoda, byl pouZit v pripadé, Ze nebyly splnény
predpoklady pro pouZiti parametrickych metod.

Mann-Whitneyiiv test

Mann-Whitney(v test byl pouzit jako post hoc test pro ur¢eni méreni, mezi kterymi je statisticky
vyznamny rozdil ve stfednich hodnotach v pripadé, Ze Kruskal-Wallistv test odmitl shodu jejich
stfednich hodnot.

Analyza korelace

Ke kvantifikaci miry korelace byl pouzit parametricky Pearsondv korelacni koeficient v pripadé
splnéni nutnych predpokladd, v opacném pripadé neparametricky Spearmaniv korelacni
koeficient.

Pouzity software

Pro grafickou prezentaci dat byl vyuZit Adobe Photoshop (rastrova grafika) a CorelDraw
(vektorova grafika). Veskera méreni byla formatovana v Excelu a statisticky zpracovana pouzitim
funkci v programech Excel a Past a open source softwaru R za pouZiti rozhrani RStudio (viz
www.rstudio.com).
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4 VYSLEDKY MERENI

Vysledky uvedené formou grafického zaznamu a zmérenych hodnot sledovaného parametru
elastického modulu (E) a mikrotvrdosti (H), které byly vypocteny z dat ziskanych méfenim, jsou v
kapitole 4 uvedeny bez vylouceni odlehlych hodnot.

4.1 Studium vlivu prostiedi na mikromechanické vlastnosti — vysledky méreni
4.1.1 Limalepeta lima Dall, 1918
4.1.1.1 Nanoindentacni zkouska vnitini vrstvy M + 1 druhu Limalepta lima

Vnitfni struktura testované schranky druhu Limalepeta lima je tvofena ctyfmi mikrostrukturnimi
vrstvami (tj. postaveni vzhledem k myostraku: M —1, M+ 1, M + 2 a M + 3). Na tomto vzorku byly
testovany dvé vybrané vrstvy: M + 1 a M + 2. Vrstvu M + 1 tvofi aragonitové krystaly, které jsou
usporaddané do mikrostrukturniho typu oznacovaného jako cCL (concentric Crossed Lamellar
structure). Mikrostrukturni typ vrstvy M + 2 je tvoren kalcitem, jehoZ krystaly utvari strukturu
znacenou jako SF (Semifoliated structure). Obé studované vrstvy byly lokalizovany ve vzajemné
blizkosti v periferni ¢asti schranky.

Foto 4.1 - Vyfez schranky testované plochy vnitini vrstvy M + 1 druhu Limalepeta lima (vzorek €. 62)
s detailnim zobrazenim testované plochy po ukonceni DSI.

Testovana vrstva M + 1 (foto 4.1) je tvofena krystalky aragonitu, jejichz usporadani odpovida
strukturnimu typu cCL (concentric Crossed Lamellar structure). Na snimku vlevo nahofe je zobrazen
detalni pohled na testovanou plochu po ukonéeni nanoindentace (DSI), kde jsou zfetelné jednotlivé
indety (vpichy), odpovidajici jednotlivym kfivkdm na obrazku 4.1.
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Obrazek 4.1 - Graf indentacnich kfivek aragonitové vrstvy M + 1 druhu Limalepeta lima (vzorek €. 62).

Na grafickém znazornéni méreni Ize sledovat, Ze stanovené maximalni hloubky

(hmax < 100 nm) bylo pro jednotlivé indenty dosazeno v rozpéti hodnot aplikované sily od minimalni
840 uN (kfivka €. 2) po maximalni 1 133 uN (kfivka C. 4). Na kfivkach 0, 2, 5, 12 a 14 byl pozorovan
tzv. pop-in jev Ci Spatny pocatecni kontakt. Tato méreni je nutné vyradit z analyzy z dGvodu zkresleni
statistickych vysledkd.

U veliciny redukovaného modulu (E) bylo vypoéteno rozpéti hodnot mezi 78 az 92 GPa, pficemz
je E= 72,58 GPa (indetnu ¢. 2). Okrajové hodnoty mikrotvrdosti (H) jsou 3,58 GPa (indent ¢. 2
s minimalni hodnotou E) a 5,02 GPa (indent ¢. 4 s maximalni hodnotou E).

4.1.1.2 Nanoindentacni zkouska vnitini vrstvy M + 2 druhu Limalepta lima

Foto 4.2 - Vyfez schranky testované plochy vnitini vrstvy M + 2 druhu Limalepeta lima (vzorek ¢. 62)
s detailnim zobrazenim testované plochy po ukonceni DSI.

Vrstvu M + 2 tvofi krystaly kalcitu, které svou charakteristickou strukturou a usporadanim tvori
strukturni typ SF (Semifoliated structure). Testovana plocha perleti je lokalizovana v okrajové ¢asti
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schranky v misté oznaceni M + 2 na foto 4.2. Na snimku vlevo nahore je zobrazen detalni pohled na
testovanou plochu po ukoncéeni nanoindentace, kde jsou méné zretelné indety (vpichy), odpovidajici
jednotlivym kfivkam na obrazku 4.2

62 M+2

L. lima M+2
U 0000 rgence. E M
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200 11 75,59 4,19
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Obrazek 4.2 - Graf indentacnich kfivek kalcitu vrstvy M + 2 druhu Limalepeta
lima (vzorek ¢. 62). Sipky oznacuji vyskyt pop-in efektu.

Pfi optickém zhodnoceni jednotlivych kfivek je patrné, Ze prakticky na vSech kfivkach je pozorovan
pop-in efekt (na obrazku 4.2 oznaceno Sipkami), ktery se nejvyraznéji projevil na indentu 1, 3 a 6.
Tato méreni je nutné vyradit z analyzy z dlvodu zkresleni statistickych vysledk(. Indent ¢. 7 byl
umistén do ryhy, cozZ vysvétluje vyssi hodnoty mérenych parametrl. Z grafu je zfejmé, Ze stanovené
maximalni hloubky (hmax < 100 nm) bylo pro jednotlivé indenty dosazeno v rozpéti hodnot aplikované
sily od minimalni 900 uN po maximalni 1 060 uN (kfivka €. 9). Hranici minimalni hodnoty aplikvané
sily se pfriblizilo vice indentl. Po celkovém zhodnoceni vysledki mechanickych vlastnosti
ponechanych kfivek se zdaji byt vzhledem k hojnému vyskytu pop-in jevu ¢aste¢né podhodnocené.

Rozpéti hodnot namérenych mikromechanickych vlastnosti pro druh Limalepeta lima reflektuje
graficky zaznam indentacnich kfivek. U veliciny elastického modulu je minimalni hodnota 69,04 GPa
(indent €. 1) a maximalni dosazena hodnota 85,18 (indent €. 7). V pfipadé veli¢iny mikrotvrdosti byly
vypocteny hodnoty od 3,94 (indent €. 12) do 5,75 GPa (indent €. 7).
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4.1.2 Nipponacmea concinna Lischke, 1870

Foto 4.3 - Ventralni fez schrankou druhu Nipponacmea concinna (vzorek €. 55).

Na predozadnim fezu schrankou druhu N. concinna (foto 4.3.) je oznacena lokalizace testované
plochy perleti. Vnitini struktura testované schranky tvofi ctyfi mikrostrukturni vrstvy (tj. postaveni
vzhledem k myostraku: M—1, M+ 1, M + 2 a M + 3). Na tomto vzorku byla testovana pouze jedna
vrstva, tj. M + 1 tvorena krystaly aragonitu, které odpovidaji mikrostrukturnimu typu cCL (concentric
Crossed Lamellar structure).

4.1.2.1 Nanoindentacni zkouska vnitini vrstvy M + 1 druhu Nipponacmea concinna

Foto 4.4 - Vyrez schranky testované plochy vnitini vrstvy M + 1
druhu Nipponacmea concinna (vzorek €. 55) s detailnim
zobrazenim testované plochy po ukonceni DSI.

Vybrana ¢ast vrstvy M + 1 se nachdazi v predni okrajové ¢asti vnitini stény schranky (foto 4.4). Tato
vrstva tvorend krystaly aragonitu utvari charakteristickou strukturu oznacovanou cCL (concentric
Crossed Lamelar structure). Na snimku vlevo nahofte je zobrazen detalni pohled na testovanou plochu
po ukonceni nanoindentace, kde jsou velmi dobfe pozorovatelné indety ¢. 0 — 3 (ostatni indenty jsou

méné zretelné), odpovidajici jednotlivym kfivkam na obrazku 4.3.
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Obrazek 4.3 - Graf indentacnich kfivek aragonitové vrstvy M + 1 druhu Nipponacmea concinna (vzorek €. 55).

Z grafu je zfejmé, Ze stanovené maximalni hloubky (hmax < 100 nm) bylo pro jednotlivé indenty
dosazeno v rozpéti hodnot aplikované sily od minimalni 720 uN (kfivka €. 5) po maximalni 1 059,7 uN
(krivka €. 4). Na krivkach 5, 8,9, 11, 12 a 13 byl pozorovan tzv. pop-in jev Ci Spatny pocatecni kontakt,
coz je pozorovatelné jak na grafu indentacnich kfivek, tak v tabulce vypoctenych hodnot
mikromechanickych vlastnosti (obrazek 4.3). Tato méfeni je nutné vyradit z analyzy z dlavodu
zkresleni statistickych vysledk.

Pro veli¢inu elastického modulu se vypoctené hodnoty pohybuji v rozpéti mezi 62 a 89 GPa,

svvs

vy

hodnoty 2,91 GPa (indent €. 5), coZ odpovida skutecnosti o pozorovaném pop-in efektu.

4.1.3 Pectinodonta orientalis Schepman, 1908

U vzorku druhu P. orientalis tvofi vnitfni strukturu schranky, stejné jako u prechozich druhd, ¢tyfi
mikrostrukturni vrstvy (tj. postaveni vzhledem k myostraku: M—1, M+ 1, M + 2 a M + 3). Na tomto
vzorku byly pro testovani vybrany dvé vrstvyy M + 1 a M + 2, které svym vnitfnim usporadanim
odpovidaji mikrostrukturnimu typu jiz uvedenych zastupcl skupiny Patellogastropoda. Vrstva M + 1
je utvarena aragonitem, jehoZ charakteristické usporfadani krystall odpovida strukture cCL
(concentric Crossed Lamellar structure). Mikrostrukturni typ vrstvy M + 2 je tvoren kalcitem
usporadanym do struktury ozacované jako SF (Semifoliated structure). Vrstva M + 1 byla testovana
v blizkosti vrcholové ¢asti schranky. Vrstva M + 2 byla lokalizovdna v okrajové casti schranky ve
vzajemné blizkosti vrstvy M + 1.
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4.1.3.1 Nanoindentacni zkouska vnit¥ni vrstvy M + 1 druhu Pectinodonta orientalis

Foto 4.5 - Vyfez schranky testované plochy vnitini vrstvy M + 1 druhu Pectinodonta
orientalis (vzorek €. 63) s detailnim zobrazenim testované plochy po ukonceni DSI.

Vrstva M + 1, kterd je tvorena krystaly aragonitu, byla lokalizovdna v pfedni ¢asti schranky. Svym
charakteristickym usporadanim krystal( odpovida mikrostrukturnimu typu cCL (concentric Crossed
Lamellar structure). Na snimku vlevo nahofe je zobrazen detalni pohled na testovanou plochu po
ukonceni nanoindentace, kde jsou méné pozorovatelné indety, odpovidajici jednotlivym kfivkdm na
obrazku 4.4.

63 M+1
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T 0009
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= I 0011 5 84,47 4,73
2 600 T 0012
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£ 500 1 0014 7 82,54 4,94
1 0015
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20 I -
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Obrazek 4.4 - Graf indentacnich krivek aragonitové vrstvy M + 1 druhu Pectinodonta orientalis (vzorek €. 63).
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Pfi optickém zhodnoceni indentacnich kfivek (Obrazek 4.4) je patrné Siroké rozpéti
zaznamenanych a nasledné vypoctenych hodnot mikromechanickych vlastnosti. Graf krivek
v méreni pfi tak vyrazné nizké hodnoté. Obdobnou situaci Ize vycist také u kfivky €. 9. Maximalni
hodnota aplikované sily byla zméfena u kfivky €. 10, kterd dosahla 1 135 uN. Na kfivkach 2,4 a 9
doslo ke Spatnému kontaktu mezi hrotem a povrchem vzorku. Na kfivce €. 3 byl pozorovan pop-in
efekt. Tato méreni je nutné vyradit z analyzy z dlivodu zkresleni statistickych vysledkd.

Vypoctené hodnoty mikromechanickych vlastnosti jsou odrazem grafického zaznamu méreni, to

znamena, Ze odlehlé kfivky vykazuji okrajové hodnoty sledovanych veli¢in. U veli¢iny elastického
modulu naleZi minimalni hodnota indentu ¢. 4 (E = 46,04 GPa), coZ odpovida nasemu predpokladu.
Maximalni hodnotu zaznamenal indent €. 10 (tj. E= 88,89 GPa).
Velicina mikrotvrdosti (H) a jeji hodnoty reflektuji vypocty pro elasticky modul, jinymi slovy okrajové
hodnoty mikrotvrdosti odpovidaji stejnym indentlm jako v ptipadé odlehlych hodnot u elastického
modulu. Hodnota minima je 1,47 GPa (inden ¢. 4) a hodnota maxima je rovna 88,89 GPa (indent C.
10).

4.1.3.2 Nanoindentacni zkouska vnit¥ni vrstvy M + 2 druhu Pectinodonta orientalis

Foto 4.6 — Vyrez testované plochy vnitini vrstvy M + 1 druhu Pectinodonta
orientalis (vzorek €. 63) s detailnim zobrazenim testované plochy po ukonéeni DSI.

Testovana plochy vnitfni vrstvy M + 2 u druhu Pectinodonta orientalis se nachazi v okrajové ¢asti
schranky (viz foto 4.6). Tuto vrstvu tvofi kalcit, ktery se v této schrance formuje do mikrostruktury
oznacované SF (Semifoliated structure). Na snimku vlevo nahofe je zobrazen detalni pohled na
testovanou plochu po ukonceni nanoindentace (DSI), kde jsou dobfe viditelné indenty, odpovidajici
jednotlivym kfivkam na obrazku 4.5.
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Obrazek 4.5 - Graf indentacnich kfivek kalcitu vrstvy M + 2 druhu Pectinodonta orientalis (vzorek ¢. 63).

Z grafu je zfejmé, Ze stanovené maximalni hloubky (hmax < 100 nm) bylo pro jednotlivé indenty

dosazZeno v rozpéti hodnot aplikované sily od minimalni 440 uN kfivka €. 14, kterd se zcela vymyka
ostatnim mérenim. Tato extrémni hodnota ukazuje na zfejmou chybu v méreni. Maximalni hodnotu
veli¢iny sily (P) dosahly krivky €. 7 a 12, které se dotykaji hodnoty 1 002 GPa.
Méreni, na kterych byla pozorovana chyba, se viditelné tykaji zminéné krivky ¢. 14, kde doslo ke
Spatnému kontaktu mezi hrotem a povrchem vzorku, cozZ vysvétluje velmi nizké hodnoty u vSech
sledovanych velic¢in. Chyba byla rovnéz zaznamendna na ktivkach 0, 3 a 9, kde byl pozorovan pop-in
jev. Tato méreni je nutné vyradit z analyzy z dGvodu zkresleni statistickych vysledkd.

V parametru elastického modulu (E) je rozpéti hodnot mezi 54 az 84 GPa, pficemz nejvyssi
E=54,16 GPa dosaZena indentem €. 14, u kterého vsak doslo ke Spatnému kontaktu v pocatku méreni
a ztohoto dlivodu musi byt tato méreni vyfazena z analyzy. Vypoctené hodnoty veli¢iny mikrotvrdosti
dosahuji limitni hranice 1,35 GPa u indentu ¢. 14 a 4,55 GPa u indentu ¢. 7.
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4.2 Mikromechanické vlastnosti perleti a aragonitu a vlivu anizotropie na méreni — vysledky
méreni
4.2.1 Anorganicky aragonit
4.2.1.1 Skenovaci elektronova mikroskopie
Pro analyzu byl pouzit lestény fez monokrystalem aragonitu a z tohoto dlivodu nebylo potfreba

provadét pozorovani elektronovym mikroskopem.

4.2.1.2 Nanoidnentacni zkouska
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Obrazek 4.6 - Graf indentacnich kfivek anorganického aragonitu pfi rotaci vzorku 0°, 15°, 30°, 45°, 60°
a75°.

Méreni zatéZovaci sily v zavislosti na hloubce vpichu jsou na obrazku 4.6 zobrazena pro 6 rotaci
vzorku (tj. 0°, 15°, 30°, 45°, 60° a 75°). Kfivky uvedenych méreni jsou jen s malymi rozdily témér
identické a utvari kompaktni graf. Vyjimkou jsou pouze kfivky, na kterych byla zaznamendana chyba
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méreni v podobé tzv. pop-in efektu nebo Spatného pocatecniho kontaktu. Pro vzorek s rotaci 0° jsou
to krivky ¢. 0, 1, 2 a 10, kde byl pozorovan pop-in efekt a kfivka ¢. 8 se Spatnym pocatecnim
kontaktem. U vzorku s rotaci 15° byl pozorovan pop-in efekt na krivkach ¢. 7, 9, 10 a 11. Pfi méreni
s rotaci vzorku 30° byly vyhodnoceny s chybnym mérenim kfivky €. 1, 2, 3, 6 a 8, kde doslo k pop-in
efektu, ke kterému doslo také u vzorku s rotaci 45° na kfivkach ¢.0, 1, 3, 4, 5, 8, 10 a 11. U méfeni pfi
rotaci 60° byla zaznamendana chyba méreni u ktivek €. 4, 6, 7,9 a 11 a pfi rotaci 75° se chybné méreni
tyka krivek ¢. 4 -6 a 8 - 10. Vyskyt vySe uvedenych chybnych méfeni je pozorovatelny na vypoctenych
hodnotach mikromechanickych velicin, které zde dosahuiji krajnich hodnot (viz tabulka 4.1). U vSech
méreni byla patrna kifehkost a praskani testovaného materialu, ktera vsak nedosahovala vysoké miry.
Graf indentacnich ktivek anorganického aragonitu, vykazuje celistvost predevsim ve fazi odlehceni
indentoru, cozZ je nejvice zfetelné u rotace vzorku 15° a 30° (obrazek 4.6). Vyznamnym rozdilem vyse
uvedenych méreni je dosazena maximalni hodnota sily (Pmax= 1 513 uN) aplikované pro dosazeni
stanovené hloubky (hmax < 100 nm), které dosahla kfivka €. 8 pfi rotaci vzorku 0°. Ostatni hodnoty
aplikované sily se pohybuji pod hranici dosazeného maxima v fadech nizsich o desitky az stovky
jednotek (napf. rotace vzorku 45°).

Tabulka 4.1 - Hodnoty méreni elastického modulu (E) a mikrotvrdosti (H) anorganického aragonitu pfi rotaci
vzorku 0°, 15°, 30°, 45°, 60° a 75°.
Rotace [°] 0° 15° 30° 45° 60° 75°

Indenté. | E[GPa] H[GPa] E[GPa] H[GPa] E[GPa] H[GPa] E[GPa] H[GPa] E[GPa] H[GPa] E[GPa] HI[GPa]

0 97,85 | 679 | 9,05 | 697 | 9892 | 677 | 9234 @ 601 | 9845 | 675 | 99,04 | 679
1 99,20 | 690 | 100,70 | 7,00 | 9642 | 68 | 9557 @ 603 | 9850 | 6,61 | 100,92 | 6,83
2 9891 | 693 | 9866 | 693 & 9698 | 667 | 9683 @ 664 | 9697 | 631 | 9998 | 7,04
3 9844 | 678 | 9872 | 667 | 100,08 | 68 | 9685 | 618 | 9817 | 658 | 9878 | 673
4 101,84 | 731 | 979 | 68 | 9728 | 677 | 9269 @ 598 | 89,91 | 566 | 100,74 | 681
5 9,74 | 669 | 9744 | 683 | 9787 | 687 | 9754 @ 650 | 9765 | 664 | 9891 | 671
6 9,63 | 657 | 9476 | 676 | 10021 | 687 | 9846 @ 669 | 9,66 | 615 | 9564 | 653
7 9%,60 | 675 | 97,81 | 698 | 9993 | 667 | 9537 & 647 | 91,93 | 608 | 9981 | 7,00
8 105,17 | 7,58 | 9932 | 661 | 9517 | 660 | 99,18 @ 660 | 9589 | 641 | 101,39 | 7,25
9 100,63 | 7,03 | 9726 | 679 | 9961 | 666 | 9751 @ 639 | 9481 | 623 | 9914 | 639
10 97,15 | 652 | 103,71 | 753 | 9981 | 678 | 9648 | 648 | 9802 | 658 | 9822 | 678
11 9747 | 669 | 9767 | 673 | 9794 | 648 | 9537 @ 624 | 9,13 | 631 | 100,01 | 7,00

Hodnoty jednotlivych méreni sledovanych veli¢in jsou v tabulce 4.1 uvedeny bez vylouceni
odlehlych hodnot. Jsou to hodnoty, ovlivnéné vyskytem chyby pfi méreni, které dosahuji hranice
meznich hodnot. U veli¢iny elastického modulu (E) se hodnota uvedenych méreni pohybuje v rozpéti
od 89,91 GPa (rotace 60°, indent ¢. 4) do 105,17 GPa (rotace 0°, indent ¢. 8). Veli¢ina mikrotvrdosti
(H) zaznamenala hodnoty v mezich od 5,66 GPa (rotace 60°, indnet ¢. 4) do 7,58 GPa (rotace 0°, indent
¢. 8). U zminénych hodnot byl pozorovan pop-in efekt, coz mize byt vysvétlenim okrajovych hodnoty.
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Obrazek 4.7 - Graf indentacnich kfivek anorganického aragonitu pfi rotaci vzorku 90°, 105°, 120°, 135°, 150° a
165°.

Grafickd znazornéni indentacnich kfivek vzorku anorganického aragonitu pro rotace vzorku 90°,
105°, 120°, 135°, 150° a 165° jsou zachycena na obrazku 4.7. Dle tohoto zaznamu je patrné, Ze krivky
vykazuji obdobné hodnoty, coz mlze znacit, Ze vlastnosti testovaného materialu se vyznamné nelisi
pfi rotaci vzorku. Vyjimku mohou tvofit pouze kfivky, kde byla pozorovana chyba méfeni v podobé
pop-in efektu, Spatného pocatecniho kontaktu ¢i nevhodny povrch. Avsak méreni tohoto typu bylo
dle charakteru indentacnich kfivek sledovdano méné oproti mérenim zobrazenym na obrazku 4.6.
Chyby v méfeni jsou pozorovatelné na vzorku s rotaci 135° a to u kftivek ¢. 7 a 9. Tuto skutecnost
podporuji také hodnoty sledovanych velic¢in (viz tabulka 4.2), kde se tato méreni projevila v podobé
extrémnich hodnot. Blizkou shodu v méfeni vykazuji také hodnoty maximalni sily (Pmax) aplikované
pro dosaZeni maximalni stanovené hloubky (hmax < 100 nm). Tyto hodnoty se pohybuji v blizkosti
stfedni hodnoty 1 450 uN. Vyjimkou ve vySe uvedenych mérenich je pouze vzorek s rotaci 90°, kde je
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pozorovatelny shluk indentacnich ktivek i ve fazi maximalni aplikované sily, kterd se pohybuje
v rozpéti 1 300 — 1 350 pN.

Tabulka 4.2 - Hodnoty méreni elastického modulu (E) a mikrotvrdosti (H) anorganického aragonitu pfi rotaci
vzorku 90°, 105°, 120°, 135°, 150° a 165°.
Rotace [°] 90° 105° 120° 135° 150° 165°

Indenté. | E[GPa] H[GPa] E[GPa] H[GPa] E[GPa] H[GPa] E[GPa] H[GPa] E[GPa] H[GPa] E[GPa] HI[GPa]

0 9,31 | 642 | 101,34 | 7,02 | 103,17 | 7,21 | 100,89 @ 68 | 99,59 | 6,84 | 102,50 | 7,47
1 9945 | 662 | 102,71 | 674 & 9838 | 68 | 9914 @ 699 | 9942 | 683 | 99,74 | 674
2 97,80 | 644 | 9997 | 655 | 9997 | 655 | 9994 @ 707 | 99,68 | 693 | 100,99 & 681
3 99,50 | 647 | 9862 | 68 | 9834 | 650 | 9834 @ 650 | 99,09 | 673 | 101,43 | 7,12
4 99,57 | 676 | 9879 | 651 | 101,31 | 701 | 101,31 @ 701 | 100,08 | 7,04 | 102,67 | 7,08
5 98,60 | 653 | 102,45 | 7,16 @ 9937 | 687 | 10027 @ 702 | 100,27 | 684 | 101,36 | 6,98
6 9,59 | 643 | 9991 | 667 & 9898 | 653 | 9970 @ 677 | 9893 | 68 | 9859 | 6,69
7 9812 | 646 | 10245 | 692 | 9642 | 662 | 9219 @ 623 | 98 | 651 | 9981 | 683
8 9%,47 | 636 | 988 | 658 | 102,42 | 704 | 9908 @ 681 | 989 | 671 | 100,86 @ 6,85
9 97,80 | 665 | 99,27 | 683 | 10043 | 7,14 | 10324 @ 7,43 | 99,40 | 6,78 | 99,37 | 6,93
10 9894 | 658 | 100,02 | 684 | 101,72 | 691 | 906 @ 670 @ 97,35 | 665 | 9855 | 674
11 9844 | 658 | 99,67 | 68 | 9955 | 69 | 9973 @ 677 @ 9893 | 68 | 9817 | 6,67

Tabulka 4.2 uvadi vypocet hodnot mikromechanickych vlastnosti anorganického aragonitu pro
rotace vzorku 90°, 105°, 120°, 135°, 150° a 165°. Vypoctené hodnoty danych veli¢in jsou zde uvedeny
bez vylouceni odlehlych hodnot, tedy hodnot ovlivnénych pop-in efektem ¢i jinou chybou v méreni.
U veliciny elastického modulu (E) se hodnota uvedenych méreni pohybuje v rozpéti od 92,19 GPa
(rotace vzorku 135°, indent ¢. 7) do 103,24 GPa (rotace vzorku 135°, indent ¢. 9). Veli¢ina
mikrotvrdosti (H) zaznamenala hodnoty v mezich od 6,23 GPa (rotace vzorku 135°, indnet ¢. 7) do
7,47 GPa (rotace vzorku 165°, indent €. 0). Jak jiz bylo pfedeslano, odlehlé hodnoty obvykle reflektu;ji
chybu v méreni, coZ v tomto pripadé plati zvlasté pro rotaci vzorku 135°.

4.2.2 Nucula nucleus Linnaeus, 1758

4.2.2.1 Skenovaci elektronova mikroskopie

18cMuculla

Foto 4.7 — Nucula nucleus (vzorek ¢. 110) — SEM.
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Na fotografii 4.7 pofizené SEM je zobrazen pohled na desticky perleti v misté rozhrani
s prizmatickou vrstvou na vnéjsi strané schranky (snimek A). Snimek B dokumentuje nepravidelny
tvar desticek perleti pfi pohledu shora.

4.2.2.2 Nanoindentacni zkouska

Vysledky uvedené formou grafického zaznamu a hodnot sledovanych veli¢in parametru
elastického modulu (E) a mikrotvrdosti (H), které byly vypocteny z dat ziskanych mérenim, jsou v této
kapitole uvedeny bez vylouceni odlehlych hodnot. Na testovaném materidlu byla patrna jeho
kiehkost a sklon k praskani, coz mize byt ovlivnéno rozdilnou tloustkou testovanych bunék, ke které
mohlo dojit pfi brouseni nerovného materialu.
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Obrazek 4.8 - Graf indentacnich krivek perleti druhu Nucula nucleus (vzorek ¢. 110) pfi rotaci vzorku 0°, 15°,
30°, 45°, 60° a 75°.
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Méreni mechanickych vlastnosti perleti druhu N. nucleus a jejich graficky zdznam jsou zobrazena
na obrazku 4.8 pro rotace vzorku 0°, 15°, 30°, 45°, 60° a 75°. Na grafickém zaznamu jsou
pozorovatelné kfivky, na kterych byla zaznamenana chyba méreni. Tyto kfivky se svym tvarem zcela
liSi od typického tvaru indentacni kfivky, pfipadné je na jejich povrchu patrnd nerovnost. Takovych
méreni bylo v pripadé testovani perleti druhu N. nucleus nékolik. Divodem vétsiho mnozstvi chyb
méreni byla zfejmé krehkost testovaného materidlu. Vyse uvedena skutecnost se odrazila na
zaznamenanych hodnotach sledovanych veli¢in, které dosahuji vyznamnych rozdild jak mezi
jednotlivymi rotacemi, tak v rdmci rotace samotné.

Hodnota maximalni aplikované sily se u danych méreni pohybuje v rozpéti hodnot 510 uN (rotace
vzorku 15°, indent €. 2) az 1 579 uN (rotace vzorku 60°, indent €. 3).

Tabulka 4.3 - Hodnoty méreni elastického modulu (E) a mikrotvrdosti (H) perleti druhu Nucula nucleus
(vzorek €. 110) pfi rotaci vzorku 0°, 15°, 30°, 45°, 60° a 75°.

Rotace [°] 0° 15° 30° 45° 60° 75°

Indent¢. E[GPa] H[GPa] E[GPa] H[GPa] | E[GPa]  H[GPa] E[GPa] H[GPa] E[GPa] H[GPa] E[GPa] H[GPa]
0 93,30 7,51 95,79 6,88 89,23 5,15 94,98 6,12 95,85 6,42 87,54 5,57
1 84,03 5,63 60,85 5,53 90,30 6,34 | 107,33 | 7,84 84,07 5,60 90,15 6,38
2 99,89 6,77 47,41 2,19 80,39 5,27 87,87 6,36 99,64 6,48 113,73 5,65
3 84,88 5,64 82,92 5,06 91,41 6,07 82,51 5,59 115,46 8,38 91,51 6,27
4 74,07 3,67 100,94 6,39 90,72 6,78 89,89 4,38 100,08 7,69 100,51 7,56
5 88,93 6,25 83,10 5,08 83,10 5,08 89,69 6,35 93,79 6,91 98,33 7,09
6 100,61 6,48 92,37 5,98 85,18 5,95 96,74 7,16 89,60 6,16 82,92 5,47
7 91,67 6,25 84,14 4,78 99,25 6,87 86,71 4,96 90,76 6,34 93,14 7,08
8 88,96 6,03 83,90 5,29 94,80 6,77 82,10 5,26 78,39 5,22 92,83 6,40
9 88,78 6,60 95,74 7,17 84,77 5,67 88,16 6,73 85,84 6,17 94,00 6,87
10 90,50 4,97 92,20 5,94 87,33 6,21 91,90 6,83 110,85 7,89 86,56 6,43
11 105,87 7,77 83,71 5,96 87,83 571 87,39 6,17 90,50 6,48 92,03 6,42

Numericka vyjadreni sledovanych veli¢in mikromechanickych vlastnosti (E a H) jsou zaznamenana
v tabulce 4.3. Uvedené hodnoty a jejich diference potvrzuji stav hodnot zaznamenanych pfi méreni,
predevsim chybovost samotného méreni. Tyto rozdily jsou zfejmé z velké C¢asti zpUsobené
skutecnosti, Ze se jednd o data bez vylouceni odlehlych hodnot, kterych je v daném ptipadé nékolik.
Chybnda méreni se obvykle ve vypoctenych hodnotach projevi v podobé extrémnich hodnot. V pfipadé
veli¢iny elastického modulu (E) se hodnota méreni pohybuje v rozpéti od 47,41 GPa (rotace vzorku
15°, indent €. 2) do 115,46 GPa (rotace vzorku 60°, indent €. 3). Hodnota mikrotvrdosti (H) byla
vypoctena v mezich od 2,19 GPa (rotace vzorku 15°, indnet ¢. 2) do 7,84 GPa (rotace vzorku 45°,
indent ¢. 1).
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Obrazek 4.9 — Graf indentacnich krivek perleti druhu Nucula nucleus (vzorek ¢. 110) pfi rotaci vzorku 90°,
105°, 120°, 135°, 150° a 165°.

Méreni zatéZovaci sily v zavislosti na hloubce vpichu jsou na obrazku 4.9 zobrazena pro 6 rotaci
vzorku druhu Nucula nucleus (tj. 90°, 105°, 120°, 135°, 150° a 165°). Kfivky uvedenych méreni stejné
jako u predchozich méreni (obrazek 4.8) dosahuji vyznamnych rozdil( jak pro jednotlivé rotace,
stejné tak pro jednotlivé indenty. Indentacnich kfivek, kterych se tyka chyba v méreni, je s ohledem
na jiz zminénou kifehkost materialu nékolik. Z tohoto pohledu je pozorovano nejméné chybnych
méreni u rotace 135°, coZ potvrzuje i celistvy charakter grafu (obrdzek 4.9).

Od uvedenych méreni se velmi vyznamné lisi méfeni s rotaci vzorku 90°, kde maximalni aplikovana
sila dosahla hodnoty 2 466 GPa (indentacni kfivka €. 2) pro dosaZeni maximalni hloubky (hmax < 100

svvs

nm). Ostatni indentacni kiivky dosahly v fadech 100 nizsi hodnoty maximalni aplikované sily.
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Tabulka 4.4 - Hodnoty méfeni elastického modulu (E) a mikrotvrdosti (H) perleti druhu Nucula nucleus
(vzorek €. 110) pfi rotaci vzorku 90°, 105°, 120°, 135°, 150° a 165°.

Rotace [°] 90° 105° 120° 135° 150° 165°

Indenté. E[GPa] H[GPa] E[GPa] H[GPa] | E[GPa]  H[GPa] E[GPa] H[GPa] E[GPa] H[GPa] E[GPa] H[GPa]
0 96,00 6,68 75,00 4,95 83,83 5,75 90,78 6,06 82,66 6,31 96,81 5,53
1 89,15 6,03 82,69 5,34 93,13 6,16 95,13 6,58 98,15 7,54 98,50 7,15
2 150,26 14,60 78,41 5,00 83,42 513 90,92 6,11 91,78 6,75 84,87 6,03
3 85,46 5,67 82,64 5,32 85,14 5,58 84,00 5,55 96,10 6,71 88,68 5,63
4 102,94 7,19 88,86 6,36 88,07 5,97 89,84 6,19 84,36 5,48 87,64 6,28
5 109,56 8,51 85,86 5,90 89,84 6,63 92,16 6,02 85,92 5,92 98,89 7,12
6 83,79 5,24 88,00 5,39 93,70 7,38 88,90 5,81 90,34 6,61 103,34 8,41
7 102,58 7,33 111,65 9,01 89,09 6,06 94,17 6,64 91,99 6,50 90,09 6,77
8 101,56 6,81 86,65 5,86 83,33 5,98 93,02 6,56 82,38 5,45 105,86 6,61
9 88,07 5,54 87,25 6,19 96,23 6,95 93,22 6,94 80,17 521 69,28 4,04
10 87,06 5,67 88,01 5,96 101,28 8,08 89,70 6,49 95,74 6,08 74,98 3,85
11 89,21 4,41 124,22 8,51 25,60 0,64 93,40 7,28 84,16 5,56 82,15 6,46

Tabulka 4.4 uvadi vypocet hodnot sledovanych velicin (elasticky modul a mikrotvrdost). Z danych
hodnot je moZné posoudit vyskyt chyb méreni, které se obvykle projevuji odlehlou hodnotou. Stejné
jako v prechozim hodnoceni vypoctu hodnot méfeni jsou i zde pozorovatelné rozdily mezi
jednotlivymi rotacemi vzorku. Tyto rozdily jsou zplUsobené skutecnosti, Ze se jedna o data bez
vylouceni odlehlych hodnot. U veliCiny elastického modulu (E) se hodnota uvedenych méreni
pohybuje v rozpéti od 25,60 GPa (rotace 120°, indent ¢. 11) do 150,26 GPa (rotace 90°, indent €. 2).
Velicina mikrotvrdosti (H) zaznamenala hodnoty v mezich od 0,64 GPa (rotace 120°, indnet ¢. 11) do
14,60 GPa (rotace 90°, indent €. 2).

4.2.3 Pinctada radiata Leach, 1814

4.2.3.1 Skenovaci elektronova mikroskopie

Foto 4.8 — Pinctada radiata (vzorek ¢. 101) — SEM.

Boéni pohled na charakteristickou strukturu perletové vrstvy dokumentuje snimek A (foto 4.8).
Snimek B je detailnim pohledem na hranoly prizmatické vrstvy na rozmezi s vrstvou perleti.
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4.2.3.2 Nanoindentacni zkouska
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Obrazek 4.10 - Graf indentacnich krivek perleti druhu Pinctada radiata (vzorek ¢. 101) pfi rotaci vzorku
0°, 15°, 30°, 45°, 60° a 75°.

Obrazek 4.10 je grafickym zaznamem nanoindentacnich méreni perleti pro vzorky druhu Pinctada
radiata s rotaci 0°, 15°, 30°, 45°, 60° a 75°. Tvary indentacnich kfivek naznacuji vyznamné rozdily jak
pro jednotlivé rotace, tak jednotlivé indenty. Kfivky liSici se svym tvarem ¢i nerovnosti naznacuji
moznou chybu méreni (napfiklad pozorovany pop-in efekt, ¢i jina zjevna chyba), kterd se ve vypoctu
hodnot mikromechanickych velic¢in projevi v podobé okrajové hodnoty. Hodnoty veli¢iny maximalni
aplikované sily (Pmax) se u danych méfreni pohybuiji v blizkosti hodnoty 1 000 GPa.
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Tabulka 4.5 - Hodnoty méfeni elastického modulu (E) a mikrotvrdosti (H) perleti druhu Pinctada radiata
(vzorek €. 101) pfi rotaci vzorku 0°, 15°, 30°, 45°, 60° a 75°.

Rotace [°] 0 15° 30° 45° 60° 75°
Indenté. E[GPa] H[GPa] E[GPa] H[GPa] | E[GPa]  H[GPa] E[GPa] H[GPa] E[GPa] H[GPa] E[GPa] H[GPa]

0 6796 | 431 | 61,49 | 353 | 6828 | 458 | 6099 | 345 | 6601 | 445 | 6517 | 3,9
1 6539 | 437 | 6543 | 469 | 7044 | 470 | 71,69 | 486 | 5929 | 3,72 | 6248 | 421
2 6544 | 444 | 5697 | 342 | 7295 | 528 | 6448 | 367 | 6320 | 4,09 | 63,87 | 447
3 6744 | 379 | 6038 | 444 | 6371 | 424 | 61,14 | 411 | 61,17 | 3,93 | 6753 | 457
4 67,70 | 451 | 6297 | 391 | 6466 | 411 | 6450 | 39 | 6665 | 4,61 | 62,07 | 3,66
5 61,39 | 394 | 6527 | 493 | 6867 | 492 | 6941 | 450 | 7007 | 426 | 70,12 | 467
6 638 | 399 | 5797 | 343 | 6513 | 364 | 6551 | 471 | 6755 | 4,67 | 6241 | 395
7 6554 | 406 | 6257 | 452 | 63,77 | 426 | 63,77 | 426 | 6343 | 371 | 5621 | 3,25
8 61,94 | 279 | 5370 | 356 | 61,31 | 406 | 6801 | 440 | 6310 | 454 | 6229 | 3,67
9 61,59 | 353 | 5680 | 362 | 62,76 | 400 | 6570 | 402 | 6422 | 454 | 6622 | 3,98
10 61,59 | 353 | 5745 | 361 | 6634 | 421 | 71,83 | 537 | 5767 | 28 | 67,26 | 486
11 60,06 | 406 | 6006 | 406 | 6733 | 413 | 658 | 391 | 629 | 373 | 5572 | 312

Vypoctené hodnoty sledovanych velic¢in (E a H) uvedené v tabulce 4.5 vykazuji ve vzdjemném
porovnani rotaci vzorku vyznamné rozdily, které mohou byt zplsobené skutecnosti, Ze se jedna o
data bez vylouéeni odlehlych hodnot. Chybna méreni se obvykle ve vypoctu velicin projevi v podobé
extrémnich hodnot. U veli¢iny elastického modulu (E) se hodnota uvedenych méreni pohybuje
v rozpéti od 53,70 GPa (rotace vzroku 15°, indent ¢. 8) do 72,95 GPa (rotace vzorku 30°, indent €. 2).
Veli¢ina mikrotvrdosti (H) zaznamenala hodnoty v mezich od 2,79 GPa (rotace vzorku 0°, indnet €. 8)
do 5,37 GPa (rotace vzorku 45°, indent €. 10).
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Obrazek 4.11 - Graf indentacnich krivek perleti druhu Pinctada radiata (vzorek €. 101) pfi rotaci vzorku 90°,
105°, 120°, 135°, 150° a 165°.

Méreni zatéZzovaci sily v zavislosti na hloubce vpichu je na obrazku 4.11 zobrazeno pro 6 rotaci
vzorku druhu Pinctada radiata (tj. 90°, 105°, 120°, 135°, 150° a 165°). Na grafickém zdznamu méreni
s rotaci 135° je pozorovatelné chybné méreni zplsobené pravdépodobné otfesy méficiho zafizeni.
Hodnota maximalni aplikované sily se u danych méreni pohybovala stejné jako v pfipadé prfedchozich
rotaci vzroku (viz. Obrazek 4.10) v blizkosti hodnoty 1 000 GPa.
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Tabulka 4.6 - Hodnoty méfeni elastického modulu (E) a mikrotvrdosti (H) perleti druhu Pinctada radiata
(vzorek €. 101) pfi rotaci vzorku 90°, 105°, 120°, 135°, 150° a 165°.

Rotace [°] 90° 105° 120° 135° 150° 165°

Indenté. E[GPa] H[GPa] E[GPa] H[GPa] | E[GPa] | H[GPa] E[GPa] H[GPa] E[GPa] H[GPa] E[GPa] H[GPa]
0 69,08 | 4,11 62,39 | 3,52 57,78 | 3,31 64,03 | 3,86 5542 | 2,01 60,60 & 3,81
1 62,82 | 4,33 56,40 | 3,67 6534 | 4,75 6568 | 4,66 58,17 | 3,25 63,93 | 4,33
2 62,89 | 3,27 64,97 | 4,62 58,01 | 3,39 63,36 | 4,08 60,29 | 3,55 54,91 | 3,12
3 67,28 | 4,22 67,36 | 4,80 6517 | 4,86 6831 | 4,28 64,31 | 4,57 64,56 | 4,13
4 63,42 | 3,99 64,65 | 4,76 68,43 | 4,94 6691 | 4,63 61,50 | 4,35 63,94 | 4,05
5 70,12 | 4,90 6577 | 4,37 66,38 | 4,24 64,42 | 4,48 6578 | 4,68 61,29 | 3,73
6 61,27 | 3,57 62,40 | 4,30 68,53 | 4,33 6896 | 4,46 62,79 | 4,11 54,41 | 2,61
7 62,56 | 3,64 60,61 | 4,36 53,77 | 3,42 63,25 | 4,26 64,51 | 4,53 56,13 | 2,80
8 59,68 | 3,44 69,29 | 4,08 61,15 | 3,95 5541 | 3,56 66,58 | 4,64 | 5804 | 2,77
9 65,87 | 3,82 69,37 | 4,55 60,62 | 3,79 62,04 | 4,22 66,82 | 4,39 61,36 | 2,90
10 63,96 | 3,86 69,96 | 5,42 69,13 | 5,12 64,43 | 4,43 63,50 | 4,12 60,71 | 4,18
11 64,74 | 4,18 62,38 | 3,77 64,93 | 3,9 6541 | 4,55 68,06 | 4,92 5623 | 2,71

Tabulka 4.6 uvadi vypocet hodnot pro sledované veliciny mikromechanickych vlastnosti (E a H). Tyto
hodnoty naznacuji vyznamné rozdily ve vzajemném porovndni s rotaci vzorku. Zjevné rozdily
vypoctenych hodnot mohou byt zplsobené skutecnosti, Ze se jedna o data bez vylouceni odlehlych
hodnot. U veli¢iny elastického modulu (E) se hodnota méreni pohybuje v rozpéti od 53,77 GPa (rotace
vzorku 120°, indent ¢. 7) do 70,12 GPa (rotace vzorku 90°, indent €. 5). Veli¢ina mikrotvrdosti (H)
zaznamenala hodnoty v mezich od 2,01 GPa (rotace vzorku 150°, indnet ¢. 0) do 5,42 GPa (rotace
vzorku 105°, indent ¢. 10).

4.3 Elasticky modul a mikrotvrdost perleti mlzl — vysledky méreni
4.3.1 Amblema plicata Say, 1817

4.3.1.1 Skenovaci elektronova mikroskopie

Foto 4.9 — Amblema plicata (vzorek ¢. 121) — SEM.

Bocni pohled na charakteristickou strukturu perletové vrstvy dokumentuje snimek A na fotografii
4.9. Snimek B zobrazuje detailni pohled na hranoly prizmatické vrstvy na hranici s vrstvou perleti.
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4.3.1.2 Nanoindentacni zkouska

Image Scan Size: 15.000 pm Imaage Scan Size: 15.000 pm

Foto 4.10 — Sken povrchu perleti druhu Amblema plicata (vzorek €. 121). Vzorek otoceny o 0° (A). Vzorek
otoceny o 30° (B).

Na skenované plose vzorku ¢. 121 (foto 4.10) jsou viditelné jednotlivé vrstvy perleti se zfetelnym
rozhranim. Indenty v jednotlivych vrstvach jsou pfesné umisténé tak, aby nedoslo k posunu mérenych
hodnot v pfipadé chybného umisténi do rozhrani vrstev perleti.

121

A.plicata E [GPa] H [GPa]

5D T Indenté. 0° 30° 0 30°

1200 i 7 0 72,34 73,90 5,41 5,19

D ¥ 1 72,76 76,26 5,18 5,39

1000 2 72,81 72,97 530 5,18

oo / [ 3 73,29 74,69 5,40 5,65

s 4 76,28 69,60 5,92 4,93

£ g * 5 74,91 78,46 5,51 6,00

g 1™ I 6 74,83 70,20 5,76 4,99
E 600 s i 7 73,71 74,74 5,60 5,38
500 S 8 75,24 73,16 553 5,56

w00 9 75,21 74,29 577 5,17

10 73,07 74,64 554 557

0 11 7566 72,20 586 5,00

200 12 73,69 75,11 5,27 5,71

100 13 77,61 7536 6,20 5,34

ol [ Lo 14 73,97 75,12 5,43 5,67
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Obrazek 4.12 - Graf indentacnich krivek perleti druhu Amblema plicata (vzorek ¢. 121). Modré krivky — 0°,
cervené krivky 30°.

PFi méreni vzorku €. 121 bylo dosaZzeno v parametru sily (P) nevyssi hodnoty 1 240 uN na vzorku
s rotaci 0° (obrazek 4.12). Druhou nejvyssi hodnotu (Pmax = 1 220 UN) zaznamenal vzorek s rotaci 30°.
Grafické znazornéni indentacnich kfivek ukazuje, Ze mezi méfenim jednotlivych indentll se
nevyskytuji vyrazné rozdily, coZz potvrzuje celistvy vzhled grafu. Vyjimkou jsou pouze tfi indentacni
krivky s rotaci vzorku 30°, které zaznamenaly podprimérnou hodnotu.
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Toto je zfejmé z vypoctenych hodnot E a H pro rotaci vzorku 0° a 30°, které nevykazuji rozdilné
hodnoty v porovnani s rotaci testovaného vzorku. Tomuto vysledku odpovida i celistvost grafu
indentacnich kfivek na obrazku 4.12.

4.3.2 Brachidontes rostratus Dunker, 1857

4.3.2.1 Skenovaci elektronova mikroskopie

Nad € s
W o

) 115-Mytili

Foto 4.11 — Brachidontes rostratus (vzorek ¢. 115) — SEM.

Fotografie pofizené pomoci SEM (foto 4.11) dokumentuji detailni pohled na usporadani desticek
perleti tvofici jednotlivé vrstvy (snimek A). Snimek B je detailnim pohledem na desticky perleti ve
stfedu perletové vrstvy pfi kolmém pohledu k povrchu schranky.

4.3.2.2 Nanoindentacni zkouska

40.0

175

0.0 ' :
Image Scan Size: 15.000 pm Image Scan Size: 15.000 pm

Foto 4.12 - Sken povrchu perleti druhu Brachidontes rostratus (vzorek ¢. 115) Vzorek otoceny o 0° (A). Vzorek
otoceny o 30° (B).

Snimky na fotografii 4.12 byly pofizeny bezprostfedné po méreni vzorku ¢. 115 (B. rostratus). Na
skenovaném povrchu vzorku jsou zietelné jednotlivé témér pravidelné vrstvy perleti. Tyto snimky
dokumentuji umisténi indentll do vrstev perleti. Jednotlivé indenty odpovidaji namérenym
hodnotdm na obrdzku 4.13.
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s B.rostratus E[GPa] H[GPa]

TEED; T L Indent &. 0° 30° 0° 30°
1200 T 0 73,19 70,06 5,28 5,45
1100 1 72,44 68,89 5,73 5,28
1000 2 71,35 69,48 5,38 5,58
. 3 68,22 71,48 4,68 5,35

4 72,52 66,23 5,00 4,88

50 5 68,76 73,75 519 571

g ® 6 69,34 72,64 4,93 5,73
¥ 600 7 71,14 69,85 5,63 5,59
500 8 68,18 69,15 4,90 5,28

00 9 73,60 69,77 5,62 5,24

" 10 69,14 75,54 4,88 6,27

11 67,03 68,11 4,97 5,00

70 12 72,63 69,13 5,53 5,79

1% B 13 72,90 67,99 4,99 4,98

BT TT T s oa e RN e 4 6731 6759 464 500

Dislacement ) 15 - 69,39 - 543
Obrazek 4.13 - Graf indentacnich krivek perleti druhu Brachiodontes rostratus (vzorek ¢. 115). Modré krivky —
0°, ¢ervené krivky 30°.
PFi méreni vzorku ¢. 115 bylo dosazeno v parametru sily (P) nevyssi hodnoty 1 240 uN (vzorek

svvs

méreni u veli¢iny aplikované sily. Jednotlivé kfivky v grafu jsou kompaktni.
Vypoctené hodnoty elastického modulu a mikrotvrdosti pro rotaci 0° a 30° odpovidaji grafickému
znaznamu méreni. Zda se tedy, Ze rotace vzorku vykazuje minimalni rozdily.

4.3.3 Leptodea fragilis Rafinesque, 1820

4.3.3.1 Skenovaci elektronova mikroskopie

15k0

Foto 4.13 — Leptodea fragilis (vzorek ¢. 122) — SEM.

Snimky na fotografii 4.13 ukazuji vnitfni strukturu perletové vrstvy. Boc¢ni pohled na jednotlivé
desticky perleti o tloustce okolo 2 um (snimek A) a rozmezi perletové a prizmatické vrstvy (snimek
B).
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4.3.3.2 Nanoindentacni zkouska

Image Scan Size: 15.000 ym Image Scan Size: 15.000 ym
Foto 4.14 - Sken povrchu perleti druhu Leptodea fragilis (vzorek €. 122). Vzorek otoceny o 0° (A). Vzorek
otoceny o 30° (B).

Na skenovaném povrchu (foto 4.14) jsou zietelné indenty v pravidelné matici 5 x 5 pm. Tyto
indenty odpovidaji jednotlivym indentacnim kfivkdm pro danou rotaci vzorku.

L. fragilis E [GPa] H [GPa]
1600

|, Indenté. 0> 30° 0° 30°
1900 0 91,16 80,64 6,74 5,99
1o 1 9448 8862 7,64 6,86
e 2 92,28 92,23 7,11 7,24
ﬁzz 3 91,70 95,32 6,87 7,61
1000 : | 4 9401 87,17 692 6,51
00 E 5 89,50 87,88 6,44 6,21
% 0 6 92,35 90,25 7,45 6,64
LI, i 7 - 90,31 - 7,20
600 : > 8 92,22 - 675 -
500 = el 9 82,71 90,10 6,17 672
400 + 2 10 86,55 91,79 5,80 7,07
300 : 11 - T -1 -
200 . 12 80,48 89,34 539 6,43
100 : % 13 - 89,73 - 7,00
e f?a”;g”;a";g";a”;;';a'45 SR o S 00,02 | 90,62 | 6,35 | 7,26

Dispiacement fm) 15 - - - -

Obrazek 4.14 - Graf indentacnich krivek perleti druhu Leptodea fragilis (vzorek ¢. 122). Modré kiivky — 0°,
cervené krivky 30°.

Graf indentacnich kfivek (obrazek 4.14) zobrazuje velmi Siroké rozpéti namérenych hodnot v
parametru sily (P) aplikované pro dosaZeni stanovené maximalni hloubky (hmax < 100 nm).

svvs

Vv

nejvyssi zaznamenanou hodnotu u vzorku s rotaci 30°, tj. Pmax = 1 540 uN. Z pohledu rotace vzorku
se zdaji byt jednotlivé indentacni kiivky v rozpéti namérenych hodnot rozlozeny takika rovnomérné,
¢emuz odpovidaji i vypoctené hodnoty mikromechanickych veli¢in, které velmi podobnymi
hodnotami.
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4.3.4 Modiolus barbatus Linnaeus, 1758

4.3.4.1 Skenovaci elektronova mikroskopie

Foto 4.15 — Modiolus barbatus (vzorek ¢. 104) — SEM.

Snimky z elektronového mikroskopu (foto 4.15) dokumentuji prechod mezi perletovou vrstvou a
prizmatickou vrstvou, ktera je tvofena aragonitovymi hranoly (snimek A). Na snimku B je zachycen
pohled shora na vrstvu perleti, kde jsou patrné jednotlivé desticky nepravidelnych tvard zretelné
spojené organickymi l[atkami.

4.3.4.2 Nanoindentacni zkouska

Image Scan Size: 15.000 pm Image Scan Size: 15.000 pm

Foto 4.16 - Sken povrchu perleti druhu Modiolus barbatus (vzorek ¢. 104). Vzorek otoceny o 0° (A). Vzorek
otoceny o 30° (B).

v

Skenovana plocha vzorku ¢. 104 (foto 4.16) zobrazuje jednotlivé indenty, které jsou presné
umisténé do vybranych vrstev perleti. V pfipadé umisténi indentu do mista rozmezi jednotlivych
vrstev by doslo k odchylce méfeni.
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i M.barbatus E [GPa] H [GPa]
1500-

¥ Indent ¢. 0° 30° 0° 30°

1400 + 0 - 8415 - 590

1300 1 - 8390 - 639

1200 2 - 8729 - 639

1100 = 3 85,65 - 546 -

1000 = — 4 86,66 94,22 6,39 6,15

200 = — 5 78,19 - 600 -

g 800 T . 4 6 80,21 82,54 6,76 6,18
£ 700 : - 7 7 84,83 84,64 595 6,01
600 8 83,57 82,70 7,10 6,26

00— — = ;ﬁﬂ 9 8341 - 720 -

400 - 10 83,92 84,62 6,10 6,41

300 11 84,55 80,95 6,36 6,14

20 12 80,76 85,36 594 6,27

100 13 83,04 89,41 641 7,14

TR .ot SNV IR ANEI POV VO TP OPULPUSSL OOt PR 14 84,45 89,80 6,08 6,71

-0 -5 0 10 15 20 25 30 35 40[“:32%:‘0‘”")55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105 15 ) ) ) )

Obrazek 4.15 - Graf indentacnich krivek perleti druhu Modiolus barbatus (vzorek ¢. 104). Modré kfivky — 0°,
cervené krivky 30°.

PFi stanovené hloubce (hmax < 100 nm) se hodnota aplikované sily pohybovala v rozpéti od
1 180 uN do 1 450 pN, pficemZz daného maxima dosahl vzorek s rotaci 30°. Celkové je graf
indentacnich kfivek kompaktnéjsi a rozloZeni jednotlivych kfivek se zda rovnomérné, cemuz
odpovidaji primérné hodnoty méreni uvedené na obrazku 4.15.
Vypocitané hodnoty sledovanych velic¢in (elasticky modul a mikrotvrdost) u vzorku ¢. 104 (M.
barbatus) naznacuiji, ze rotace testovaného vzorku nema vliv na vybrané mikromechanické vlastnosti
testovaného materidlu.

4.3.5 Mytilus californianus Conrad, 1837

4.3.5.1 Skenovaci elektronova mikroskopie

»m B133 11&6-M.Cali

Foto 4.17 — Miytilus californianus (vzorek ¢. 116) — SEM.

Snimky na fotografii 4.17 potizené pomoci SEM ddvaji pohled na vnitini vrstvy schranky. Rozmezi
mezi perletovou vrstvou a prizmatickou vrstvou (snimek A). Perletovou vrstvu utvafi desticky
aragonitu o primérné tloustce 0,8 um. Kolmy pohled shora na usporadani vrstev perleti, kde jsou
zfetelné jednotlivé desticky perleti, dokumentuje snimek B.
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4.3.5.2 Nanoindentacni zkouska

40.0

Image Scan Size: 15.000 . Image Scan Size: 15.000 pm
Foto 4.18 - Sken povrchu perleti druhu Mytilus californianus (vzorek ¢. 116). Vzorek otoceny o 0° (A). Vzorek

otoceny o 30° (B).

Na skenovanych plochach vzorku ¢. 116 jsou viditelné riistové perletové vrstvy s indenty, které
odpovidaji jednotlivym indentacnim kfivkam na obrazku 4.16.

116

M.californi. E [GPa] H [GPa]

1000- = Indent &. 0° 30° 0 30°
950 = 0 75,08 74,60 5,80 5,40
1 - 87,00 - 7,43
2 82,99 78,98 6,65 5,67
3 - 83,33 - 681
. 4 79,18 80,03 6,20 5,99
| 5 84,66 81,26 6,37 5,99
~ 6 79,87 79,14 6,32 6,01
H 7 78,52 78,02 5,66 5,42
. 8 82,90 78,96 6,71 5,50
P 9 82,39 77,34 6,56 5,77
10 80,32 81,80 6,39 6,12
/ 11 78,20 77,79 6,14 6,00
12 78,82 77,63 590 5,79
13 - 77,77 - 580
4 14 79,60 76,70 5,87 5,48
BT HHHHFHHHHH AR HHHHHH HHHH T 15 81,38 76,29 6,55 5,83
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105

Dislacermert fm) 16 80,84 - 621 -
Obrazek 4.16 - Graf indentacnich kiivek perleti druhu Mytilus californianus (vzorek ¢. 116). Modré kfivky — 0°,
cervené krivky 30°.

v

Pfi méreni vybranych mikromechanickych vlastnosti vzorku ¢. 116 (M. californianus) bylo ve
sledovanych veli¢indch naméreno rozpéti hodnot 740 — 920 uN aplikované sily (P). Z grafického
zaznamu je ziejmé, Ze krivky ve fazi odlehcéeni indentoru vykazuji nizsi rozptyl hodnot nez ve fazi
aplikované sily, tedy pfi zatiZzeni testovaného materialu. Jednotlivé indentacni kfivky jsou v grafu
rozloZzeny rovhomérné a patrné zadna z nich nevykazuje vyraznou odchylku od prdméru daného
méreni.
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Vypoctené hodnoty veli¢éin E a H u vzorku €. 116 vykazuji ve sledovanych parametrech shodné
hodnoty, ¢emuz odpovidd i graf indentacnich kfivek, ktery ma kompaktni podobu.

4.3.6 Mytilus edulis Linaeus, 1758

4.3.6.1 Skenovaci elektronova mikroskopie u druhu Mytilus edulis — vzorek ¢. 103

Y "/I\
; m ,;4 #

Foto 4.19 — Mytilus edulis (vzorek €. 103) — SEM.

Detailni pohled na vnitfni vrstvu perleti zachycuje SEM na fotografii 4.19. Charakteristické
usporadani desti¢ek perleti o tloustce pfiblizné 0,85 um uvnitf perletové vrstvy je dobfe
pozorovatelné pfi bo¢nim pohledu (snimek A). Snimek B podava obraz kolmého pohledu shora na
svrchni vrstvu perleti.

4.3.6.2 Nanoindentacni zkouska u druhu Mytilus edulis — vzorek ¢. 103

nm
350

175

175

0.0
Image Scan Size: 15.000 ym Image Scan Size: 15.000 pum

0.0

Foto 4.20 - Sken povrchu perleti druhu Mytilus edulis (vzorek ¢. 103). Vzorek otoceny o 0° (A). Vzorek otoceny
0 30° (B).

Vyse zobrazené snimky A, B (foto 4.20) ukazuji plochy vzorku ¢. 103 skenované bezprostifedné po
testovani daného vzorku. Jsou zde zfetelné jednotlivé vrstvy perleti, na kterych bylo provedeno
testovani a soucasné i jednotlivé indenty, které odpovidaji jednotlivym indenta¢nim kfivkam
znazornénym na obrazku 4.17.
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103 M.edulis/103 E [GPa] H [GPa]

1300~ . Indent €. 0° 30° 0° 30°
1200 + AQ 0 - 6522 - 520
1100 1 68,93 71,08 549 5,84
2 - - - -

1000
3 75,81 71,40 6,00 5,88
- s 4 72,43 71,74 5,82 4,44
o s — 5 - 69,36 - 584
g 1 6 73,16 67,84 6,08 5,18
£ 600 I & 7 70,36 72,89 5,26 6,14
500 8 75,54 69,94 6,33 6,00
o 1 o 9 - 6828 - 525
S 7 10 67,75 67,25 5,17 5,21

300
T 7 11 73,95 6532 6,30 4,79
o 12 - 6440 - 562
10 + 13 73,93 70,46 5,57 5,35
10 T scaiscE AT TELRUSL YU RPI PUTS TUSS FEVTS FEPLLOES 14 70,98 - 587 -

-10 5 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105

P 15 72,43 66,94 5,82 4,58

Obrazek 4.17 - Graf indentacnich krivek perleti druhu Mytilus edulis (vzorek ¢. 103). Modré kfivky — 0°,
cervené krivky 30°.

Graf kfivek na obrazku 4.17 predstavuje indentacni kfivky zatéZovaci sily v zavislosti na hloubce
vpichu. Modré kfivky zaznamenavaji hodnotu pfi rotaci vzorku 0°, cervené jsou hodnotou sily pfi
rotaci testovaného vzorku 30°. Z grafu kfivek je viditelny jen nepatrny posun modfe oznacenych
kfivek smérem k vy$sim hodnotadm zatéZovaci sily (P) s nejvyssi namérenou hodnotou 1 280 uN.
Naopak cervené kfivky dosahuji pod priamér namérenych hodnot aplikované sily, véetné nejnizsi
zaznamenané hodnoty (980 uN).

Dle vypoctenych hodnot sledovanych veli¢in se na prvni pohled zdd, Ze hodnoty v jednotlivych

parametrech se lisi minimalné, pficemz nepatrny rozdil byl zaznamenan pouze u elastického modulu

(E).

4.3.6.3 Skenovaci elektronova mikroskopie u druhu Mytilus edulis — vzorek ¢. 106

Foto 4.21 — Mytilus edulis (vzorek ¢. 106) — SEM.

Snimky na fotografii 4.21 pofizené pomoci SEM dokladaji obraz typického vrstveni desticek perleti
druhu M. edulis (vzorek €. 106). Boc¢ni pohled detailné zobrazuje jednotlivé vrstvy perleti se
zfetelnymi destickami, které maiji pribliznou tloustku 1,00 um (snimek A). Kolmy pohled shora
dokumentuje snimek B.
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4.3.6.4 Nanoindent¢ni zkouska u druhu Mytilus edulis — vzorek €. 106

60.0

30.0

0.0

Image Scan Size: 15.000 pm Image Scan Size: 15.000 pm

Foto 4.22 - Sken povrchu perleti druhu Mytilus edulis (vzorek €. 106). Vzorek otoceny o 0° (A). Vzorek otoceny

030° (B).

Na skenovanych plochach vzorku ¢. 106 (foto 4.22) nejsou pozorovatelné jednotlivé vrstvy perleti,

tak jako je tomu napfiklad u fotografie 4.20. Snimek A (foto 4.22) zobrazuje pfesné rozmisténiindetn(

na testované plose v matici 5 x 5 um. Jednotlivym indentim odpovidaji indentacni kfivky znazornéné

na obrazku 4.18.

1 M.edulis/106
1800~ ¥ Indent €.
1500 : 0
1400 i y 1
1300 T

T g/ 2
1200 + % 3
1100 £ f’f - a
1000 + ¥ - 5
900
= 6
2 800
B T
* 700 + . 7
600 e e 8
500 + 9
400 + 10
300 = 11
200 = 12
100 T 13
7107“”””: R L ‘ : : bbbl 14
-0 5 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105
Displacemert (nm) 15

E [GPa]

0°
86,07
87,42
87,48
90,60
83,23
93,98
91,39

89,39
87,30
85,30
85,49
87,36
84,50
87,81
92,51

30°
82,81
89,69
93,43
93,19
86,21
87,75
96,80

93,12
84,37
86,06
82,69
86,02
81,14
86,67

H [GPa]

0°
6,56
6,52
6,23
6,48
6,14
6,71
6,56

6,91
6,14
6,54
6,27
6,42
6,13
7,07
6,11

Obrazek 4.18 - Graf indentacnich kfivek perleti druhu Mytilus edulis (vzorek ¢. 106). Modré kivky — 0°,

cervené kfrivky 30°.

30°
6,41
7,45
7,36
6,91
6,57
6,68
7,73

6,89
6,09
6,45
6,26
6,09

6,60
7,17

Graf indentacnich kfivek (obrazek 4.18) ukazuje, Ze pro dosazeni maximalni stanovené hloubky

(hmax < 100 nm) byla pfi testovani vzorku ¢. 106 (M. edulis) aplikovana sila v rozmezi hodnot 1 240 —

Vv

1 540 uN. Nejvyssi hodnoty zatézovaci sily dosahl vzorek s rotaci 30° (tj. cervena kfivka). Celkové je

graf indentacnich kfivek kompaktnéjsi, coz mize byt zdlvodnéno napfiklad minimalnim vyskytem

odchylek.
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Vypocitané hodnoty sledovanych veli¢in (E a H) u vzorku ¢. 106 naznaduji, Ze rotace testovaného
vzorku nema vliv na vybrané mikromechanické vlastnosti testovaného materialu, ktery vykazuje
témér stejné hodnoty.

4.3.7 Mytilus galloprovincialis Lamarck, 1819

4.3.7.1 Skenovaci elektronova mikroskopie

Foto 4.23 — Mytilus galloprovincialis (vzorek ¢. 105) — SEM.

Vnitfni strukturu perleti druhu M. galloprovincialis zobrazuje snimek A a B (foto 4.23). Snimek A
dokumentuje rozhrani perleti bezprostfedné pod prizmatickou vrstvou pfi pohledu shora. Perletova
vrstva je tvofena mnoiZstvim tésné na sebe doléhajicich aragonitovych desticek s prlmérnou
tloustkou 1,25 pum. Snimek B je pohledem na perletovou vrstvu v pohledu kolmém k povrchu
schranky.

4.3.7.2 Nanoindentacni zkouska

| i .‘_
Image Scan Size: 15.000 pm Image Scan Size: 15.000 pm

Foto 4.24 - Sken povrchu perleti druhu Mytilus galloprovincialis (vzorek €. 105). Vzorek otoceny o 0° (A).
Vzorek otoéeny o 30° (B).

Ze snimk( pofizenych po nanoindentacnim méreni (foto 4.24) je patrnd nepravidelnost a
nerovnost v rozhrani lamel, coz muselo byt zohlednéno pfi umistovéni indetoru. Tomu také odpovida
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nepravidelné rozmisténi indentd, které koresponduji s jednotlivymi indentaénimi kfivkami na
obrazku 4.19.

105

M. gallopr. E [GPa] H [GPa]

15007 e N Indenté.  0°  30° 0 30°
1400 : 0 82,39 90,65 6,27 6,23
1300 S 1 78,17 83,51 6,07 6,49
(20 2 82,34 81,56 6,32 5,73
1100 3 82,76 80,07 6,30 5,05
1000 a4 77,17 76,96 5,18 5,65
900 J — 5 83,83 78,96 6,51 5,79
g 800 6 86,46 82,79 6,20 6,36
£ 100 7 74,94 8546 4,92 551
600 = 5 8 79,03 80,43 5,73 6,44
500 i o 9 76,18 72,62 5,77 5,0
400 §§ w7 10 83,38 80,14 6,30 5,18
300 i 11 86,68 87,08 7,03 6,21
200 s :‘/ 12 85,33 85,78 7,12 5,74
100 13 81,69 - 638 -
_10_I"”"”:...‘ﬁm:, HH e ERARaRELE s TR 14 - - - -
-10 -5 10 15 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105

Dislacement ) 15 - 82,67 - 6,10
Obrazek 4.19 - Graf indentacnich kfivek perleti druhu Mytilus galloprovincialis (vzorek ¢. 105). Modré kfivky —
0°, ¢ervené krivky 30°.

Z grafického zobrazeni zatéZovaci sily v zavislosti na hloubce vpichu (obrazek 4.19) je Citelny
pomérné velky rozptyl hodnot zatéZovaci sily (P), které dosahly minimdlni hodnoty 1 080 uN a
maximalni hodnoty 1 420 pN (vzorek s rotaci 0°). Minimalni hodnoty byly zaznamenany u vzork
s obéma rotacemi. Pfi stanovené fixni hloubce (hmax) 100 nm se hodnota aplikované sily pohybovala
v rozpéti od 1 080 uN do 1 420 uN.

Celkovy pohled na jednotlivé kfivky naznacuje jejich rovnhomérné rozlozeni, avSak vykazuje Sirsi
rozpéti namérenych hodnot, predevsim u parametru aplikované sily (P).

Graf indentacnich kfivek a numericky vypocet mikromechanickych velic¢in nenaznacuje vyznamné
rozdily z pohledu rotace testovaného materialu. Rozdil u sledovanych parametrd z pohledu rotace
materialu se pohybuje u kazdého sledovaného parametru v fadu desetin aZ jednotek dané hodnoty.

4.3.8 Pinna nobilis Gmelin, 1791

4.3.8.1 Skenovaci elektronova mikroskopie u druhu Pinna nobilis — vzorek ¢. 108

E-Finna

Foto 4.25 — Pinna nobilis (vzorek ¢. 108) — SEM.
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Snimky na fotografii 4.25 zobrazuji detailni pohled na vrstvy desticek perleti druhu P. nobilis vzorku
¢. 108. Charakteristicka struktura perletové vrstvy, jejiz jednotlivé desticky jsou oproti predchozim
druhdm tendi s prdmérnou tloustkou 0,5 um, je zachycena v bo¢nim pohledu (snimek A). Snimek B

zachycuje pohled shora na usporadani vSech vrstev se zietelnym rozhranim mezi jednotlivymi

vrstvami.

4.3.8.2 Nanoindentacni zkouska u druhu Pinna nobilis — vzorek ¢. 108

Image Scan Size: 15.000 pm

Image Scan Size: 15.000 pm

Foto 4.26 — Sken povrchu perleti druhu Pinna nobilis (vzorek ¢. 108). Vzorek otoceny o 0° (A). Vzorek otoceny

0 30° (B).

Skenovana plocha perleti druhu P. nobilis u vzorku ¢. 108 dokumentuje jednotlivé indenty cilené

umisténé do jednotlivych vrstev perleti, tak aby se eliminovala moznost umisténi indentu do rozhrani

mezi lamelami, coz by mohlo zkreslit vysledek mérfeni. Na snimcich jsou zfetelné perletové vrstvy

s indenty, kterym odpovidaji jednotlivé indentacni krivky na obrazku 4.20.
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Obrazek 4.20 - Graf indentacnich krivek perleti druhu Pinna nobilis (vzorek ¢. 108). Modré kfivky — 0°,

cervené krivky 30°.
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Pfi stanovené maximalni hloubce (hmax < 100 nm) bylo pfi méreni perleti vzorku ¢. 108
u veliciny sily dosazeno maximalni hodnoty 1 120 uN a minimalni hodnoty 900 uN. Této hodnoty
dosahl indent zakladniho postaveni (tj. pfi rotaci 0°). Graf indentacnich kfivek nasvédcuje, Ze
jednotlivda méreni jsou v daném rozpéti hodnot z pohledu rotace, rozlozeny témér rovnomeérné
s uzsim rozptylem hodnot.

Vypocitané hodnoty elastického modulu a mikrotvrdosti perleti pro dany druh se zdaji byt témér
shodné pfi porovnani s rotaci vzorku.

4.3.8.3 Skenovaci elektronova mikroskopie u druhu Pinna nobilis — vzorek ¢. 109

Foto 4.27 — Pinna nobilis (vzorek ¢. 109) — SEM.

Fotografie 4.27 dokumentuje dva pohledy na vnitini vrstvy perleti. Bo¢ni pohled na vrstvu perleti
tvorenou velmi tenkymi destickami (pfiblizné 0,5 um) (snimek A). Pohled kolmo k povrchu schranky
ukazuje na nepravidelné desticky perleti v blizkosti prizmatické vrstvy (snimek B).

4.3.8.4 Nanoindentacni zkouska u druhu Pinna nobilis — vzorek ¢. 109

nm nm

Image Scan Size: 15.000 pm Image Scan Size: 15.000 pm

Foto 4.28 — Sken povrchu perleti druhu Pinna nobilis (vzorek €. 109). Vzorek otoceny o 0° (A). Vzorek otoceny
0 30° (B).
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Snimky pofizené po testovani perleti vzorku €. 109 (druh P. nobilis) podavaji jasny pohled na
umisténi jednotlivych indentd pro rotaci 0° a 30° (foto 4.28). Na snimcich jsou zfetelna rozhrani
vrstev, ktera bylo nutné zohlednit pfi umistovani indentu do testovanych ploch.

109

P. nobilis/109 E [GPa] H [GPa]

L ‘ ‘ Indent &. 0 30° 0 30°
1100 0 70,04 65,34 4,62 4,48
1000 : 1 64,76 63,43 4,40 4,37
00 + ’g 2 65,40 67,50 4,43 4,68

i 3 70,59 69,35 4,46 5,31

800 i g I a4 66,91 69,39 4,28 4,76

700 = 7 — 5 69,97 68,15 4,94 4,94

2 6 73,51 69,95 5,36 4,99
gm 7 71,53 73,52 4,60 5,37
8 70,24 69,75 4,72 5,01

100 9 66,75 64,74 4,72 428

300 10 68,83 68,94 5,15 4,90

200 11 72,75 65,66 4,73 4,40

- 12 61,58 68,31 4,59 4,88

3 13 69,66 66,18 5,07 4,62

T RS TS T R e 1 e 697 a8 as

Dispiacement {um) 15 66,46 - 4,42 -

Obrazek 4.21 — Graf indentacnich kfivek perleti druhu Pinna nobilis (vzorek ¢. 109). Modré kfivky — 0°,
cervené krivky 30°.

v

Grafické zhodnoceni méreni perleti na vzorku ¢. 109 naznacuje, Ze jednotlivd méreni jsou
v daném rozptylu hodnot z pohledu rotace, rozloZzeny témér rovhomérné a to jak ve fazi zatizeni
materiadlu, tak ve fazi odleh¢eni (obrazek 4.21). Zadna z kfivek se svymi hodnotami vyrazné
nevychyluje z daného rozpéti. Pfi stanovené maximalni hloubce (hmax < 100 nm) bylo pfi
nanoindentacnim méreni dosazeno u veliciny sily maxima ve vysi 1 100 uN, coZ je 0 100 pN aplikované
sily vice nez u vzorku ¢. 108. Této maximalni hodnoty sily dosahly shodné dva indenty s rozdilnou
rotaci. Nejnizsi hodnotou sily aplikované pro dosazeni maximalni hloubky je 900 uN.
Hodnoty vypocitané pro veli¢inu elastického modulu a mikrotvrdosti vzorku €. 109, které odovidaji

namérenym hodnotam pro rotaci 0° a 30°, vykazuji témér shodné hodnoty pro obé rotace.

4.3.9 Quadrula apiculata Rafinesque, 1820

4.3.9.1 Skenovaci elektronova mikroskopie

Foto 4.29 — Quadrula apiculata (vzorek ¢. 123) — SEM.
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Snimky potizené pomoci SEM (foto 4.29) zobrazuji charakteristické uspofadani perletové vrstvy
(jednotlivych aragonitovych destic¢ek) u vnéjsiho okraje perletové vrstvy (snimek A)
a pohled na vrstvu perleti kolmo k povrchu schranky (snimek B).

4.3.9.2 Nanoindentacni zkuska

Image Scan Size: 15.000 pm

Foto 4.30 - Sken povrchu perleti druhu Quadrula apiculata (vzorek €. 123). Vzorek otoceny o 30°.
Na skenované plose testovaného vzorku jsou viditelné jednotlivé lamely perleti s presné a

pravidelné rozmisténymi indenty. Vzorek s rotaci 0° nebyl pfi méfeni ulozen.
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,10,1!!1I‘H::“.‘ﬁllll‘lllhllllHHHH‘..-‘ iEmasa HHHHHH 14 71’79 ’ 5’29 :
-0 -5 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 8 90 95 100 105 15 68,88 - 474 -
D) 16 68,79 - 49 -

Obrazek 4.22 - Graf indentacnich kfivek perleti druhu Quadrula apiculata (vzorek ¢. 123). Modré kfivky — 0°,
cervené krivky 30°.

Grafickym zdznamem nanoindentaéniho méfeni je sit kfivek zobrazena na obrazku 4.22. Tvar
téchto kfivek vypovidd o malém rozdilu zaznamenanych hodnot veli¢iny sily v zavislosti na hloubce
vpichu. Zd3 se, Ze po odlehceni indentoru, kdy se povrch zatéZzovaného materidlu vraci zpét, jsou
graficky zndzornéné krivky kompaktnéjsi a nevykazuji tak Siroké rozpéti hodnot. Celkové ma graf
celistvy charakter. Maximalni hodnota aplikované sily dosahla 1 180 uN (rotace vzorku 0° a 30°).
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Z mérenych dat byly vypocteny hodnoty mikromechanickych veliéin (E a H), které se zdaji byt témér
shodné z pohledu rotace testovaného vzorku, coZ podporuje i grafické znazornéni indentacnich
krivek.

72



5 DISKUZE K VYSLEDKUM

5.1 Porovnani elastického modulu a mikrotvrdosti dvou odliSnych mikrostruktur, kalcitové a

veers

modelova studie

Vysledky modelové studie vlivu prostfedi na mikromechanické vlastnosti schranek mékkysa jiz
byly publikovdny (Hrabankova a kol. 2013) ve formé kratké publikace (short paper) vimpaktovaném
Casopise (Computer Methods in Biomechanics and Biomedical Engineering, IF pro rok 2013: 1.793)

u prileZitosti mezindarodniho kongresu (Congres de la Societe de Biomecanique, Vviz
http://dircom.univ-amu.fr/sites/dircom.univ-amu.fr/files/cp_congres_biomecanique_040913.pdf).
Rozsah publikovanych praci v oboru materialového inZenyrstvi je obvykle maly a publikace jsou Uzce
zaméreny na feseni konkrétni otazky bez rozsahlych diskuzi, coZ je dano predevsim vysokym poctem
publikaci v daném oboru (napt. jen v oboru biomechaniky bylo v roce 2014 publikovano 2 379 ¢lankd
s IF — viz heslo ,,Biomechanics” na webovych strankdch Web of Science). Tato skutecnost a obvykly
charakter publikaci (short paper) neumoznily zahrnout do dané publikace Sirsi diskusi, objasnujici
zdGvodnéni vybéru zkoumanych druhl, detailni metodicky postup a nékteré dalsi rozvinutéjsi
vysledky ¢i poznatky. Z tohoto dlvodu uvadim v nasledujici ¢asti struény komentar k vybéru
zkoumanych druh( a k vysledkdim modelového experimentu.

Komenta F k ¢lanku Hrabankova a kol. (2013)

Meékkysi v prlibéhu své dlouhé evoluce obsadili témér vSechna prostredi. Z plivodniho morského
prostifedi se pres brakické vody dostali do sladkovodniho prostfedi a nasledné jiz v obdobi prvohor
doslo k adaptaci na terestrické prostredi, kde mékkysi obsadili témér vSsechna prostredi od aridnich
oblasti az do tropickych destnych pralesu, od nizin do vysokych hor. Tato fakta ukazuji, Ze existuji
desitky ¢i stovky rtznych bioticky i abiotickych faktord, které svym plsobenim mohou ovliviiovat
mikromechanické vlastnosti schranek mékkysa. Studium vlivu prostfedi na mikromechanické
vlastnosti schranek mékkyst omezuje jak ¢asova, tak financni naroc¢nost nanoidentacnich zkousek
pouze na vybér jednoho vhodného modelového experimentu.

Pfi vybéru modelové studie bylo vhodnéjsi zamérit se na abiotické parametry a morské prostredi,
nebot abiotické faktory morského prostfedi jsou z hlediska zmén podstatné konzervativnéjsi, nez
podminky prostfedi terestrického.

Z analyzy moinych abiotickych parametrii charakterizujicich morské prostiedi byl vybran
hydrostaticky tlak a to z nasledujicich davodu:

i hydrostaticky tlak je veli¢ina stdla v Case, kterou lze z lokalizace prostifedi vyskytu druhu
snadno urcit a dosahuje v morském prostredi extrémniho rozsahu hodnot;

ii. obé modifikace uhli¢itanu vapenatého (kalcit a aragonit), vyskytujici se ve schrankach
meékkys(, jsou odlisné zavislé na tlaku. Kalcit je za normalnich podminek v morském prostredi
stabilni fazi oproti aragonitu, ktery je metastabilni. To znamena3, Ze se zvySujicim se tlakem
by mohl byt aragonit stabilné&jsi. Pole stability aragonitu vSak nemuzZe byt v mofi dosaZeno,
nebot hydrostaticky tlak nemdze dostdahnout tak vysokych hodnot.
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Studium vlivu hydrostatického tlaku na mikromechanické vlastnosti umozniuje analyzovat projevy
tlaku na kalcitové i aragonitové struktury, které by se mohly z termodynamickych dlvodd chovat
odlisné.

Vybér modelové skupiny pro studium vlivu hydrostatického tlaku na mikromechanické vlastnosti
Vhodna modelova skupina mékkysi pro tento experiment by méla splfiovat nasledujici kritéria:

i druhy modelové skupiny by méli patfit do jedné fylogenetické linie;
ii. druhy modelové skupiny musi Zit od intertidalni zony do velmi hlubokého mofre;
iii. druhy modelové skupiny musi ve svych schrankach soucasné produkovat kalcit i aragonit.

PFi vybéru modelové skupiny je nejvice limitujicim faktorem kritérium zény vyskytu druhu, nebot
z fady mnoha moftskych mékkys se jen mald ¢ast druh(l jedné fylogenetické linie vyskytuje v Sirokém
rozpéti hloubky. Vezmeme-li v Uvahu i kritérium pfitomnosti kalcitu a aragonitu ve schrance, je
skupina Patellogastropoda jedinou vhodnou skupinou.

Patellogastropoda

Vsichni Zijici patellogastropodi jsou pfilipky se schrankou kapovitého tvaru dosahuijici velkosti od

nékolika milimetr( do pfiblizné 20 cm. Tento tvar schranky se vsak vyvinul nezavisle témér ve vSech
hlavnich liniich plzG. Z tohoto dlivodu je tvar schranky jen téZko pouZitelny pro taxonomické ¢lenéni
patellogastropodu. Zastupci této skupiny jsou vyhradné mofsti plzi, vyskytujici se jen velmi vzacné v
brakickych vodach (Lindberg 1990) a v blizkosti hydrotermalnich priducht a sirnych vyvérl ¢ernych
komin( (McLean 1990).
Patellogastropodi jsou vyvojové velmi starou skupinou (Fryda 2012) s nejsloZitéjsi strukturou
schranek ze vSech mékkyst (MacClintock 1967; Fuchigami a Sasaki 2005). Otazka, zda je slozita
struktura schranek patellogastropodd reakci na podminky Zivota v pfilivoodlivové zéné, ¢i je to
plavodni znak této starobylé skupiny, je stale nezodpovézena.

Patellogastropodi maji pomérné velké a silné schranky (primérna velikost vSech schranek plzl je
jen nékolik milimetrd), coz znacné ulehduje pripravu vzorkd ke studiu mikromechanickych vlastnosti.
Pro tuto studii byla limitujicim faktorem dostupnost vzork( schranek hlubokomorskych druh(. Pro
studii byly ziskdny diky laskavosti japonského zoologa Takenori Sasakiho dva hlubokovodni druhy.
Timto byl zpétné ovlivnén i vybér mélkovodnich patellogastropod( z intertidaini zény.

Cilem modelové studie bylo pouzit takové druhy, které maji stejnou mikrostrukturu studovanych
kalcitovych ¢i aragonitovych vrstev tvoficich jejich schranku. Struktura vzacnych (tj. tézko
dostupnych) hlubokovodnich druhid tedy omezila vybér moznych druht z mélkovodniho prostredi.
Do experimentu byly zarfazeny nasledujici druhy podle vyse uvedenych kritérii (detailni
charakteristika druh( je uvedena v kapitole 3.1):

Tabulka 5.1 — Vybrani zastupci skupiny Patellogastropoda.

Studovany druh Hloubka Studovana vrstva
Nipponacmea concinna (Lischke, 1870) 5m aragonitova cCL
Limalepeta lima (Dall, 1918) 50-100 m aragonitova cCL
Limalepeta lima (Dall, 1918) 50-100 m kalcitova SF
Pectinodonta orientalis Schepman, 1908 1092-1094m kalcitova SF
Pectinodonta orientalis Schepman, 1908 1092-1094m aragonitova cCL
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Nanoindentacni zkousce byly podrobeny tfi vzorky schranek druhl Nipponacmea concinna,
Limalepeta lima a Pectinodonta orientalis s identickou aragonitovou cCL strukturou — ozna¢ovanou v
anglicky psanych publikacich jako “concentric Crossed Lamellar structure” (obrazek 5.1), kterd je
prvni vrstvou nad myostrakem (Fuchigami a Sasaki 2005).
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Obrazek 5.1 - Aragonitova cCL mikrostruktura (“concentric Crossed Lamellar structure”). Vlevo je tato struktura
schématicky zndzornéna v rGznych fezech: a) fez paralelni s vnitfnim povrchem, b) fez paralelni s okrajem

schranky, c) radialni fez a d) Sikmy 3D pohled. Vpravo je snimek z elektronového mikroskopu této struktury
(Fuchigami a Sasaki 2005).

K vyzkumu kalcitové vrstvy mohly byt pouzity pouze dva vzorky, Limalepeta lima a Pectinodonta
orientalis, s kalcitovou SF mikrostrukturou — oznacovanou v anglicky psanych publikacich jako
“semifoliated structure;” (obrazek 5.2), kterd se nachazi v pozici druhé vrstvy nad myostrakem

(Fuchigami a Sasaki 2005). U tfetiho zkoumaného druhu, Nipponacmea concinna, se tato vrstva
nevyskytuje.

Obrazek 5.2 - Kalcitova SF mikrostruktura (“Semifoliated structure”). Vlevo je tato struktura schématicky
znazornéna v rlznych fezech: a) fez paralelni s vnitfnim povrchem, b) fez paralelni s okrajem schranky, c)

radialni fez a d) Sikmy 3D pohled. Vpravo je snimek z elektronového mikroskopu této struktury (Fuchigami a
Sasaki 2005).

Nanoindentacni zkousky byly provedeny u vsech druhi kolmo k sagitalni roviné (tedy kolmo na fez
c) (obrazek 5.1 a obrazek 5.2). Detaily pripravy vzorkd, metodika nanoindentacni zkousky a mérena
data jsou uvedena v kapitolach (3.2 Metody studia mikrostruktury schranek kmene Mollusca, str. 27;
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4.1 Studium vlivu prostfedi na mikromechanické vlastnosti, str. 36). V nasledujici ¢asti je strucné

uvedeno vyhodnoceni méreni a diskuze.

Na zakladé predchozi analyzy méreni (viz popis mérenych kfivek v kapitole 4 Vysledky méreni) byly

pro nasledujici statistickou analyzu vynechany hodnoty vyrazné ovlivnéné ,pop-in“ efektem Ci

mérené v misté s nevhodnym povrchem. V nasledujicich tabulkach jsou uvedeny zakladni statistické

parametry dat pouzitych k dalsi analyze.

STATISTICKE VYHODNOCENI MERENYCH HODNOT

V této kapitole jsou uvedeny vysledky statistického vyhodnoceni nanoindentacnich zkousek pro

oba typy testovanych vrstev, tj. aragonitovou a kalcitovou. Prvnim provedenym statistickym testem

je test normality pro ovéreni jedné z nutnych podminek nasledného pouziti nékteré z parametrickych

statistickych metod.

Tabulka 5.2 - Zakladni statistické parametry jednotlivych méreni pro indentacni zkousky aragonitovych vrstev.

Shapiro-Wilkav test

Vysledky Shapiro-Wilkova testu jsou uvedeny v nasledujicich tabulkach:

Tabulka 5.4 — Vysledky Shapiro-Wilkova testu pro aragonitovou vrstvu.

ARAGONIT Elasticky modul - cCL mikrostruktura Mikrotvrdost - cCL mikrostruktura
Nipponacmea | Limalepeta | Pectinodonta |Nipponacmea | Limalepeta | Pectinodonta
concinna lima orientalis concinna lima orientalis
N 12 14 12 12 14 13
Min 80,88 78,67 75,80 3,76 3,72 3,72
Max 89,61 88,33 84,47 4,73 4,58 4,94
Mean 85,04 83,32 80,73 4,27 4,18 4,36
Median 85,44 83,14 81,27 4,25 4,13 4,45
25 prentil 81,68 80,14 78,35 4,02 3,94 3,97
75 prentil 87,91 87,18 82,61 4,58 4,44 4,72
Tabulka 5.3 - Zakladni statistické parametry jednotlivych méreni pro indentaéni zkousky kalcitovych vrstev.
KALCIT Elasticky modul - SF mikrostruktura| Mikrotvrdost - SF mikrostruktura
Limalepeta Pectinodonta Limalepeta Pectinodonta
lima orientalis lima orientalis
N 15 12 14 14
Min 69,04 74,49 3,94 3,74
Max 83,83 79,10 4,86 4,55
Mean 76,61 77,09 4,40 4,15
Median 76,02 77,43 4,42 4,23
25 prentil 73,06 76,14 4,17 3,94
75 prentil 80,27 78,54 4,56 4,31

ARAGONIT Elasticky modul - cCL mikrostruktura Mikrotvrdost - cCL mikrostruktura
Nipponacmea | Limalepeta | Pectinodonta |Nipponacmea| Limalepeta | Pectinodonta
concinna lima orientalis concinna lima orientalis
N 12 14 12 12 14 13
Shapiro-Wilk 0,93 0,92 0,94 0,95 0,94 0,92
p (normal) 0,34 0,20 0,55 0,71 0,38 0,26
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Tabulka 5.5 - Vysledky Shapiro-Wilkova testu pro kalcitovou vrstvu.

KALCIT Elasticky modul - SF mikrostruktura|Mikrotvrdost - SF mikrostruktura
Limalepeta Pectinodonta Limalepeta Pectinodonta
lima orientalis lima orientalis
N 15 12 14 14
Shapiro-Wilk 0,97 0,93 0,96 0,95
p (normal) 0,88 0,34 0,64 0,57

Vysledky Shapiro-Wilkova testu ukazaly, Ze v Zadném z provedenych méfeni nemuizeme
odmitnout nulovou hypotézu o normalnim rozdéleni mérenych hodnot (p > 0,05), a mohou byt tedy
pouzity statistické metody vyZadujici normalni rozdéleni hodnocené proménné.

V experimentu posuzujeme soucasné nékolik nezavislych méreni a testujeme vliv jednoho faktoru.
Vhodnou statistickou metodou je analyza variace (Analysis of variance = ANOVA), kterd hodnoti
shodu strednich hodnot jednotlivych soubor(i méreni (v tomto pfipadé shodu praméra). Je tedy
mozZno pouZit analyzu variance, a to pro jeden kategorialni faktor (pro tento pfipad hloubku), tzv.
jednocestnou ANOVu. Pro poutZiti této metody musi byt splnény nasledujici predpoklady — nezavislost
méreni, normalita a podobnost rozptyll (homoskedasticita). Prvni dva predpoklady jsou spinény.
Shapiro-Wilk(v test je velmi silny a robustnost ANOVy k naruseni normality stoupd s poctem
pozorovani ve skupiné. Vyznamnym predpokladem ANOVy je podobnost rozptyl( (tj. ovéreni
homoskedasticity), kterou ovéfime pouZitim Leveneova testu. Levenelv test Ize pouzit k testovani,
Ze kazda skupina nezavislé proménné ma podobny rozptyl. Je-li Leveneova statistika vyznamna na
urovni 0,05 (tedy p < 0,05), zamitame nulovou hypotézu, Ze skupiny maji podobné hodnoty rozptyld
a ANOVu nemUZeme pouzit. V takovém pripadé podobnost stfednich hodnot (napf. mediand)
testujeme Welchovym testem nebo neparametrickym Kruskal-Wallisovym testem.

ANOVA

a) Elasticky modul — aragonitovd cCL mikrostruktura

Tabulka 5.6 — Vysledky Leveneova a Welchova testu a ANOVYy pro elasticky modul aragonitové cCL
mikrostruktury

Elasticky modul - cCL mikrostruktura

Source of Variation: Sum of sqrs df Mean square F p (same)
Between groups: 113,023 2 56,511 5,779 0,0068
Within groups: 342,269 35 9,779
Total: 455,292 37
Levene’s test for homogeneity of variance,
p (same): 0,54
from means:
Welch F test in the case of unequal variances: |F=6,49; df =23,21; p =0,0058

Uvedené p-hodnoty Leveneova testu jsou vyrazné nad urovni 0,05 a nemlZeme tedy zamitnout
nulovou hypotézu, Ze testované proménné maji stejny rozptyl. Na druhou stranu p-hodnota ANOVy
je vyrazné nizsi nez 0,05 a musime tedy zamitnout nulovou hypotézu, Ze skupiny maji stejnou stfedni
hodnotu (primér). Stejné tak i Welch(v test. Test ANOVA vsak nehodnoti, které skupiny se lisi od
ostatnich, nybrz pouze potvrzuje, Zze zde existuje statisticky vyznamny rozdil. Pro zjiSténi rozdilu

77



musime provést post hoc test. Pro toto statistické Setfeni pouzijeme Tukeylv test (, Tukey’s pairwise
post-hoc test”), ktery srovnava vidy dva pary proménnych a je obdobou t-testu. Tento test patfi k
nejpouzivanéjsim a je povazovan za jeden z nejlepsich testl z hlediska vhodného kompromisu sily
testu a moznosti vyskytu chyby prvniho druhu (Dytham 2011).

Tukeydv test

Tabulka 5.7 - Vysledky Tukeyova testu (p-hodnoty) a box plot pro hodnoty elastického modulu
aragonitové cCL mikrostruktury u druhl Nipponacmea concinna (N. noc.), Limalepeta lima (L. lima) a
Pectinodonta orientalis (P. orie.).

90

Elasticky modul - Nipponacmea Limalepeta 85

cCL mikrostruktura concinna lima 86
Limalepeta

! P! 0,36 84

lima 82

Pectinodonta 80

. . 0,004 0,11 78

orientalis

76
74
72
70

N. noc.
L. limal
P. orie.

Zavérem lze fici, ze vysledky ANOVy a Tukeyova testu prokazaly, Ze existuje statisticky
vyznamny rozdil mezi pramérnymi hodnotami elastického modulu aragonitové cCL
mikrostruktury mezi druhy Nipponacmea concinna a Pectinodonta orientalis.

b) Mikrotvrdost — aragonitovd cCL mikrostruktura

Tabulka 5.8 - Vysledky Leveneova a Welchova testu a ANOVy pro mikrotvrdost aragonitové cCL
mikrostruktury

Mikrotvrdost - cCL mikrostruktura

Source of Variation: Sum of sqrs df Mean square F p (same)
Between groups: 0,219 2 0,109 0,980 0,385
Within groups: 4,014 36 0,111

Total: 4,232 38

Levene’s test for homogeneity of variance,

p (same): 0,075
from means

Welch F test in the case of unequal variances: |F=0,93; df =22,99; p =0,096

Uvedené p-hodnoty Leveneova testu jsou nad urovni 0,05 a nemiZeme tedy odmitnout
nulovou hypotézu, Ze testované proménné maji rizny rozptyl. Rovnéz p-hodnota ANOVYy je
vyrazné vyssi nez 0,05 a nem(iZzeme tedy ani zde odmitout nulovou hypotézu, Ze skupiny maji
stejnou stfedni hodnotu (prlimér) mikrotvrdosti. Test ANOVy potvrzuje i post hoc Tukeyuyv test

(viz tabulka 5.9).
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Tukeydv test

Tabulka 5.9 - Vysledky Tukeyova testu (p-hodnoty) a box plot pro hodnoty mikrotvrdosti aragonitové cCL
mikrostruktury u druh( Nipponacmea concinna (N. noc.), Limalepeta lima (L. lima) a Pectinodonta
orientalis (P. orie.).

Mikrotvrdost - Nipponacmea Limalepeta 4.8
cCL mikrostruktura concinna lima 46
Limalepeta a4
. P 0,75 42
lima

40

Pectinodonta
L 0,79 0,37 38
orientalis 36
34
32

3.0

N. noc.
L. lima
P. orie.

Zavérem lze f¥ici, ze vysledky ANOVy a Tukeyova testu prokazaly, Ze neexistuje statisticky
vyznamny rozdil v mikrotvrdosti aragonitové cCL mikrostruktury u druhl Nipponacmea
concinna, Limalepeta lima a Pectinodonta orientalis.

c) Elasticky modul — kalcitovd SF mikrostruktura

Tabulka 5.10 - Vysledky Leveneova a Welchova testu a ANOVYy pro elasticky modul kalcitové SF
mikrostruktury

Elasticky modul - SF mikrostruktura

Source of Variation: Sum of sqrs df Vlean square F p (same)
Between groups: 1,54 1 1,54 0,13 0,72
Within groups: 288,22 25 1237749
Total: 289,76 26
Levene’s test for homogeneity of variance,
p (same): 0,0021
from means
Welch F test in the case of unequal variances: |F=0,16; df =18,42; p = 0,69

Vysledné p-hodnoty Leveneova testu jsou vyrazné pod Urovni 0,05 a musime tedy odmitnout
nulovou hypotézu, Ze testované proménné maji podobny rozptyl. Timto vysledkem dochdazi k
situaci, Ze analyzovand méreni nesplnuji predpoklady ANOVy - podobnost rozptyll
(homoskedasticita). Z tohoto dlvodu nelze vysledky ANOVy pouZit a test provedeme
neparamentrickym Kruskal-Wallisovym testem (viz Tabulka 5.11).
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Kruskal-Wallistiv test

Tabulka 5.11 - Vysledky Kruskal-Wallisova testu a box plot pro hodnoty elastického modulu kalcitové SF
mikrostruktury u druhd Limalepeta lima (L. lima) a Pectinodonta orientalis (P. orie.).

Zavérem lze fici, ze vysledky Kruskal-Wallisova testu prokazaly, Ze

Kruskal-Wallis test for equal medians &4 T
82
80
H (chi2): 0,12 e
Hc (tie corrected): 0,12
. 7 1
p (same): 0,73 -
72
There is no significant difference between sample medians 704
68 = -
z £
= °
— a

neexistuje statisticky

vyznamny rozdil v elastickém modulu kalcitové SF mikrostruktury u druhl Limalepeta lima a

Pectinodonta orientalis.

d) Mikrotvrdost — kalcitovd SF mikrostruktura

Tabulka 5.12 - Vysledky Leveneova a Welchova testu a ANOVy pro mikrotvrdost kalcitové SF

mikrostruktury

Mikrotvrdost - SF mikrostruktura

from means

Sum of sgrs df Mean square F p (same)
Between groups: 0,408 1 0,408 6,326 0,018
Within groups: 1,677 26 0,064
Total: 2,085 27
Levene’s test for homogeneity of variance,
p (same): 0,792

Welch F test in the case of unequal variances:

F =6,33; df = 25,66; p = 0,019

DosaZzené p-hodnoty Leveneova testu jsou nad urovni 0,05 a nemiZeme tedy odmitnout

nulovou hypotézu, Ze testované proménné maji rlizny rozptyl (tim splnime predpoklad ANOVy).

vy

P-hodnota ANOVYy je vyrazné nizsi nez 0,05 a mizeme odmitnout nulovou hypotézu, Ze skupiny

maji stejnou stfedni hodnotu (prdmeér). Tento zavér ANOVy potvrzuje i post hoc Tukeylv test

(viz tabulka 5.13), ktery je vsak pro dva vzorky nadbytecny a uvadim ho zde jako ilustraci

podobnosti p-hodnot ANOVy a Tukeyova testu.

Tukeydv test

Tabulka 5.13 - Vysledky Tukeyova testu a box plot pro hodnoty mikrotvrdosti kalcitové SF
mikrostruktury u druhd Limalepeta lima (L. lima) a Pectinodonta orientalis (P. orie.).

Mikrotvrdost - Limalepeta
SF mikrostruktura lima

438 T
46

44

Pectinodonta

orientalis R

42

20 L

38
36
34
32
3.0

L. limal
P. orie.
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Zavérem lze fici, Zze vysledky ANOVy a Tukeyova testu prokazaly existenci statisticky
vyznamného rozdilu v mikrotvrdosti kalcitové SF mikrostruktury u druht Limalepeta lima a
Pectinodonta orientalis.

Cilem této studie bylo (i) uréeni mikrotvrdosti (H) a elastického modulu (E) u homolognich
vrstev vybranych schranek patellogastropd( a (ii) analyzovat vztah hloubky vody na hodnoty
mikrotvrdosti (H) a redukovaného elastického modulu (E).

Na zakladé provedenych méreni a nasledné analyzy vysledk(l studie bylo zjisténo, Ze
aragonitové vrstvy schranek vybranych druh( maji vyznamné nizsi hodnoty tvrdosti (H) a
elasticity (E), nez jsou namérené hodnoty anorganického aragonitu. Naopak v porovnani s
mikromechanickymi vlastnostmi anorganického kalcitu, vykazuji kalcitové vrstvy biogenniho
materiadlu zretelné vyssi hodnoty elasticity (E) a témér dvojnasobné hodnoty tvrdosti (H).
Obdobna pozorovani jiz byla publikovana (viz Merkel a kol. 2009).

Vysledky studie vlivu prostfedi na mikromechanické vlastnosti schranek mékkysa ukazaly, ze
hloubka vody nema Zadny nebo ma jen minimalni vliv na mechanické vlastnosti biogennich
karbonatll hlubokomofského druhu Pectinodonta orientalis. Toto zjisténi potvrzuje hypotézu o
raném osidleni hlubokomorského prostfedi timto druhem (Nakano a Ozawa 2004).

Vysledky modelové studie vlivu prostfedi na mikromechanické vlastnosti schranek mékkys
byly jiz publikovany v ¢asopise (Computer Methods in Biomechanics and Biomedical Engineering
(IF pro rok 2013: 1.793), ktery nasleduje:

5.1.1 Publikovany vystup

HRABANKOVA, 1.; FRYDA, J.; SEPITKA, J.; SASAKI, T.; FRYDOVA, B.; LUKES, J. (2013). Mechanical
properties of deep-sea molluscan shell. Computer Methods in Biomechanics and Biomedical
Engineering, Vol. 16, No. S1: pp 287 - 289.
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1. Introduction

The Patellogastropoda have been considered to represent a
sister group of all other living gastropods, and thus are also
considered the oldest gastropod group. All living patello-
gastropods are limpets with cap-shaped shells, typically
occurring on intertidal rock substrates, except for a few
living in the deep sea. The crucial question is whether the
cap-shaped shells originated as a result of their adaptation to
intertidal environments, or whether this shape represents a
primitive feature. The patellogastropods also have the most
complex shell microstructures of all gastropods (Fuchigami
and Sasaki 2005). This shell complexity has often been used
as evidence for their shallow water origin. Comparisons of
the mechanical properties of homologous shell layers (i.e.
layers having an identical microstructure, crystallographic
texture and mineralogy) in patellogastropods living in
shallow and deep water environments can shed light not
only on the influence of water depth on the mechanical
properties of biogenic carbonates, but also on patellogas-
tropod phylogeny.

Here, we use a combination of nanoindentation and
electron backscatter diffraction (EBSD) to test whether
there is a difference in the mechanical properties of
biogenic carbonates growing both in deep sea and in
shallow water environments. The aims of the study are (1)
to determinate the hardness (H) and reduced elastic
modulus (E;) in homologous layers of patellogastropod
shells and (2) to analyse the influence of water depth on the
values of H and E,.

2. Methods

Three different patellogastropod species from Japan were
selected for this study: (1) the deep-sea limpet
Pectinodonta orientalis from the Hyuga Basin, captured
from 1092—-1094 m, (2) Nipponacmea concinna from the

coast near Kinkazan, Miyagi Prefecture, and (3)
Limalepeta lima from the continental shelf near Kushiro,
Hokkaido, captured from 50-100m. The aragonitic
concentric crossed lamellar (cCL) structure, forming the
M + 1 layer in all of the above-mentioned species, and the
calcitic semi-foliated (SF) structure, forming the M + 2
layer in P. orientalis and L. lima, were studied (see data in
Fuchigami and Sasaki 2005).

Patellogastropod shells were separately embedded in
epoxy resin. Subsequently, the samples were cut along the
sagittal plane across the shell apex, and then polished
using progressively finer polishing media (SiC, diamond
and 0.05 wm colloidal silica).

The EBSD analysis was carried out using a Nordlys
detector connected to a CamScan scanning electron
microscope. Measurements of each of the shell layers were
carried out in a regular grid with 15 um spacing. The
crystallographic orientations were evaluated by Channel 5
software (HKL Technology) and were plotted on a
stereographic projection (Figure 1). For measurements of
the mechanical properties in homologous layers only, areas
having identical crystallographic textures were selected.

A Hysitron TI 950 TriboIndenter® nanomechanical test
instrument was used to carry out quasi-static indents with a
Berkovich probe on selected shell layers. The displacement-
controlled indents at maximum indentation depth of 100 nm
followed a trapezoidal loading function of 5 X 2 X 5s.
Reduced elastic modulus E, = S/2~(’7T/A)1/2, where S is the
contact stiffness and A is the contact area, was determined
from indentation curves according to Oliver and Pharr
method using the TriboScan software.

3. Results and discussion

The EBSD analysis revealed identical textural patterns and a
similar orientation of the crystallographic axes in

*Corresponding author. Email: hrabankovai@fzp.czu.cz

© 2013 Taylor & Francis
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Figure 1. Results of the EBSD analysis of the M + 2 layer in
the deep-sea P. orientalis.

[10-10] | i

N = 8240

the aragonitic cCL structure of the M + 1 layer in all
three patellogastropods. In contrast, the M + 2 layer with
calcitic SF structure is rather variable. This layer is
developed only in the deep-sea P. orientalis and
shallow water L. lima. In both species, the M + 2 layer has
the same textural pattern, but the [0 00 1] axes are oriented
differently in different parts of their shells, varying from a
direction perpendicular to the sagittal plane (Figure 1(A),
(B)) to a direction parallel with it (Figure 1(C), (D)).

The hardness of the calcitic SF structure only
measured in areas with [000 1] axes of calcite parallel
to the sagittal plane is about 4.4(2) GPa in L. lima, and
about 4.1(3) GPa in the deep-sea P. orientalis. The reduced
elastic modulus is identical in both species, at about 76
(4) GPa (Figure 2). The hardness of the aragonitic cCL
structures is similar (4.3(3) GPa in N. concinna, 4.2
(3)GPa in L. lima and 4.4(4) GPa in P. orientalis). Values
of the reduced elastic modulus are slightly more variable

(85(3) GPa in N. concinna, 83(3) GPa in L. lima and 81
(3) GPa in P. orientalis).

The calcitic and aragonitic shell layers have a very similar
hardness, but their reduced elastic modulus differs signifi-
cantly (Figure 2). It is noteworthy that both the measured
H and E, values differ significantly from the mechanical
properties of inorganic aragonite and calcite. The aragonitic
cCL structure has significantly lower hardness values, as
well as a reduced elastic modulus, than inorganic aragonite
(Figure 2). On the other hand, the calcitic SF structure has
slightly, but significantly, higher values of its reduced elastic
modulus. However, values of its hardness are almost double
those in inorganic calcite (Figure 2). Similar observations
on brachiopod biocalcite were published by Merkel et al.
(2009).

The analysis of the effect of water depth on H and E.
values in biocarbonates revealed the lack of a close
relationship. A statistically significant difference was
found only between the reduced elastic modulus in the
aragonitic cCL layer of N. concinna and deep-sea P.
orientalis, and between the hardness of the calcitic SF
layer of L. lima and deep-sea P. orientalis. On the other
hand, there was no difference between the reduced elastic
modulus in the aragonitic cCL layer of L. lima and deep-
sea P. orientalis.

4. Conclusions

1. Our analyses revealed that bioaragonitic layers
have significantly lower H and E; values than
inorganic aragonite; however, compared with
inorganic calcite, the biocalcitic layers have
distinctly higher H values, and similar E, values.

2. The water depth has no or only a weak influence on
the mechanical properties of the biogenic carbon-
ates of the deep-sea limpet P. orientalis. This
finding may support the hypothesis of an early
settlement in the deep-sea environment by the
patellogastropods (Nakano and Ozawa 2004).
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Figure 2. Results of the nanoindentation analysis, showing a relationship between the mechanical properties of biogenic aragonite and
calcite (i.e. hardness and reduced elastic modulus; average of 15 measurements for each sample); as well as the relationship between the
mechanical properties of those carbonates and water depth of their formation.



Downloaded by [Jiri Fryda] at 00:49 05 March 2014

Computer Methods in Biomechanics and Biomedical Engineering 289

Acknowledgements

This study was supported by Grant No. 334600 from the CGS;
project VZ 0002700604 (Section 010) and also by Grant No.
TA01010185 of the Technology Agency from the Czech Republic.

References

Fuchigami T, Sasaki T. 2005. The shell structure of the Recent
Patellogastropoda (Mollusca: Gastropoda). Palaeontol Res.
9:143-168.

Merkel C, Deuschle J, Griesshaber E, Enders S, Steinhauser E,
Hochleitner R, Brand U, Schmahl WW. 2009. Mechanical
properties of modern calcite- (Mergerlia truncata) and
phosphate-shelled brachiopods (Discradis castella and
Lingula anatina) determined by nanoindentation. J Struct
Biol. 168:396-408.

Nakano T, Ozawa T. 2004. Phylogeny and historical biogeo-
graphy of limpets of the order Patellogastropoda based on
mitochondrial DNA sequences. J Mollus Stud. 70:31-41.



5.2 Porovnani elastického modulu a mikrotvrdosti anorganického aragonitu a perleti miza
s odliSnou krystalografickou texturou a analyza vlivu anizotropie na mérené
mikromechanické veli¢iny

Vétsina z planovanych experiment( je zaméfena na studium elastického modulu
a mikrotvrdosti perleti a vlivu prostfedi na tyto mikromechanické vlastnosti. Pro toto studium
byla perlet vybrana jako modelova mikrostruktura z nasledujicich divoda:

i perlet je pravdépodobné nejstarsim typem mikrostruktury u mékkysa (Carter 199043, b)
a vyskytuje se u Ctyr z Sesti Zijicich tfid mékkysq, a to v tfidé Gastropoda, Cephalopoda,
Bivalvia a Monoplacophorsa;

ii. mikrostruktura a krystalograficka textura perleti se zdaji byt velice konzervativnimi
znaky. Bylo prokazano, Ze se tyto znaky se u perleti gastropodi nezménily nejméné od
pocatku druhohor (Fryda a kol. 209);

iii. perlet ma nejjednodussi mikrostrukturu a krystalografickou texturu ze vsech typ( vrstev
mékkysich schranek.

MIzZi (Bivalvia) byli vybrani jako modelovd skupina pro planovany vyzkum, protoZe jsou
jedinou skupinou s perleti se zastupci ze dvou odlisnych prostfedich, v mofi a ve sladkych
vodach. Cephalopoda a Monoplacophora jsou vyhradné morskymi skupinami. Zadny
sladkovodni ani suchozemsky gastropod nema vyvinutou perlet.

Pfed mérenim hodnot elastického modulu a mikrotvrdosti perleti u rznych mékkysa bylo tfeba
testovat, jak je méreni téchto mikromechanickych hodnot ovlivnéno anizotropii aragonitu a
krystalografickym uspofadanim (tj. texturou) perleti. Byly stanoveny dva dil¢i cile:

A. testovat vliv anizotropie aragonitu vzorku na mérené hodnoty elastického modulu
a mikrotvrdosti;
B. porovnat hodnoty elastického modulu a mikrotvrdosti perleti a aragonitu.

5.2.1 Test vlivu anizotropie aragonitu na méirené hodnoty elastického modulu a
mikrotvrdosti

Perlet je tvofena malymi desti¢kami aragonitu o rozmérech okolo 0,01 mm a tloustce 0,001
mm. Aragonit je orthorombicka modifikace CaCOs, jehoZ krystalografickd mrizka se da popsat
tfemi osami (a, b a c), které jsou na sebe kolmé. Tyto osy maji rGznou délku (a = 4,95 * 10°m,
b =796 *10®m, c =5,74 * 10° m; viz http://www.mindat.org/). Pomér téchto os je tedy
znacné odlisny (a:b:c=0,622:1:0,721). Aragonit tedy patfi mezi vyrazné anizotropni latky.
Perlet je slozena z desticek aragonitu orientovanych tak, Ze krystalograficka osa ¢ aragonitové
mrizky je kolma k povrchu schranky mékkysa, coz bylo opakované ovéreno u fady druht mlz(,
plZG a hlavonoZcl (napf. Chateigner a kol. 2000; Fryda a kol. 2010). Na zakladé této skutecnosti,
byly vSechny zkoumané vzorky perleti pfipraveny tak, Ze orientované schranky byly nalestény
rovnobézné s povrchem schranky (detailni popis viz kapitola 3.2.1 Vybér a pfiprava vzorka).
Znamend to tedy, Ze mikromechanické vlastnosti (elasticky modul a mikrotvrdost) byly
zkoumany ve sméru krystalografické osy ¢ aragonitu a v tomto sméru (tedy kolmo k lesténému
povrchu vzorku) byl vtlacovdn pyramiddlni diamantovy hrot Berkovichovy pyramidy do vzorku.
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Krystalografickd mfizka aragonitu v pohledu podél krystalografické osy ¢ ma sice
pseudohexagonalni symetrii (viz obr. 5.3), ale jeji skute¢na symetrie je dvoucetna (tedy pouze
otoceni krystalografické mfizky o 180° podle osy ¢ (tj. osy kolmé k povrchu stranky na obrazku
5.3) avede k identické pozici mrizky. Da se tedy ocekavat, Ze orientace vtlacovaného trojéetného
diamantového hrotu (Berkovichova pyramida) bude mit vliv na hodnoty mérenych fyzikalnich

velicin, tj. elastického modulu a mikrotvrdosti.
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Obrazek 5.3 - Pohled na krystalografickou mtizku aragonitu podél osy ¢ (obrazek vytvofeny v programu
Diamond).

K testovani vlivu orientace Berkovichovy pyramidy na mérené hodnoty byly vybrany tfi
vzorky, krystal pfirodniho aragonitu a perlet druhl Nucula nucleus a Pinctada radiata (viz
charakteristika vzork( 3.1.11 a 3.1.12). Dlvody pro tento vybér jsou nasledujici:

Monokrystal aragonitu poskytuje moznost studovat pouze interakci Cistého anorganického
materialu (aragonitu) s Berkovichovou pyramidou bez vlivu organického materialu, ktery je vzdy,
byt v malé mite obsazen v perleti (napf. Jackson a kol. 1988; Wang a kol. 2001; Li a kol. 2004; Lin
a kol. 2006, 2008; Barthelat a kol. 2007; Chen a kol. 2008; Meyers a kol. 2008; Yang a kol. 2011;
Ji a Li 2014). Orientace krystalové mfizky Ize u monokrystalu aragonitu snadno urcit a tak mohl
byt pfipraven orientovany lestény vzorek, ktery byl ekvivalentni vzorkiim perleti (tj. lestény
povrch je kolmy ke krystalografické ose c).

elektronovym mikroskopem.

Perlet druhl Nucula nucleus a Pinctada radiata ma stejnou mikrostrukturu (tj. tvar krystalkd
aragonitu (viz foto 5.1). Na druhou stranu, jak ukazalo predchozi studium metodou difrakce zpét
odrazenych elektrond (EBSD), je perlet druh( Nucula nucleus a Pinctada radiata velice odlisna

86



v krystalografické orientaci jednotlivych desti¢ek (krystalk() aragonitu v perleti (Fryda a kol.
2010). U druhu Nucula nucleus jsou jednotlivé krystalky aragonitu v perleti orientovany tak, ze
jejich krystalografické osy c jsou kolmé k povrchu schranky a krystalografické osy a a b jsou
orientovany nahodné. Naopak u druhu Pinctada radiata jsou jednotlivé krystalky aragonitu
v perleti orientovany tak, Ze jejich krystalografické osy c jsou kolmé k povrchu schranky, ale
vsechny jejich krystalografické osy a a b jsou rovnéz usporadany.

Vybrané tti vzorky (krystal pfirodniho aragonitu, perlet druhd Nucula nucleus a Pinctada
radiata) k testovani vlivu orientace Berkovichovy pyramidy na méfené hodnoty elastického
modulu a mikrotvrdosti predstavuji tfi krajni texturni typy. VSechny mérené vzorky perleti maji
krystalografickou texturu mezi témito krajnimi pfipady (viz strana 36, v kapitole 4 Vysledky).
Test vlivu orientace Berkovichovy pyramidy na mérené hodnoty elastického modulu a
mikrotvrdosti byl navrZen tak, Ze méreny vzorek byl po kazdé provedené nanoindentacni
zkousce otocen o 15° podle osy kolmé k povrchu vzorku pomoci goniometrického stolku. Tyto
kroky byly provedeny v rozmezi 0° az 180°. Tim bylo provedeno 13 nanoindentacnich zkousek
na kazdém vzorku. Namérené hodnoty elastického modulu a mikrotvrdosti, tvary indentacnich
krivek a jejich popisy jsou uvedeny v kapitole 4 Vysledky na stranach 44 az 55.

Vysledky méreni vykazuji znac¢ny rozptyl hodnot elastického modulu a mikrotvrdosti u vSech
mérenych vzork( (viz obrazky 5.4, 5.5 a 5.6). Na téchto grafech jsou zobrazena vsechna méreni.
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Obrazek 5.4 - Grafy ilustrujici zavislost mérenych hodnot elastického modulu (A) a mikrotvrdosti (B)
krystalu aragonitu na orientaci Berkovichovy pyramidy.
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Obrazek 5.5 - Grafy ilustrujici zavislost mérenych hodnot elastického modulu (A) a mikrotvrdosti (B)
perleti u druhu Nucula nucleus na orientaci Berkovichovy pyramidy.
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Obrazek 5.6 - Grafy ilustrujici zavislost mérenych hodnot elastického modulu (A) a mikrotvrdosti (B)
perleti u druhu Pinctada radiata na orientaci Berkovichovy pyramidy.

STATISTICKE VYHODNOCENI MERENYCH HODNOT

Na zdkladé predchozi analyzy (viz popis mérenych kfivek v kapitole 4 Vysledky) byly pro

nasledujici statistickou analyzu vynechany hodnoty, které byly silné ovlivnény ,pop-in“ efektem

¢i byly méreny v misté s nevhodnym povrchem (napt. obrdzek 4.20). V nésledujicich tabulkach

jsou uvedeny zakladni statistické parametry dat pouzitych k dalsi analyze.

Tabulka 5.14 - Zakladni statistické parametry jednotlivych méreni pro indentac¢ni zkousky aragonitu.

ARAGONIT - Elasticky modul - E [GPa]

Rotace [°] 0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180
N 11 10 12 12 12 11 12 12 12 11 12 12 12
Min 96,60 96,05 9517| 92,34 89,91 98,22 96,31 98,62 96,42 96,06 96,82 98,17 95,23
Max 101,84| 100,70 100,21| 99,18 98,50 101,39 99,57| 102,71 103,17| 101,31 100,27| 102,67 102,03
Mean 98,31| 98,16/ 9835 96,18 96,09 99,72 98,13] 100,34| 100,01| 99,47| 99,04| 100,34| 98,26
Median 97,85| 97,88 98,43| 96,66 96,82 99,81 98,28 99,94 99,76| 99,73| 99,25| 100,34| 98,90
25 prentil 96,74| 97,40 97,06] 9537 9508 98,91 96,89 98,96 98,53| 99,08 9893 9879 96,01
75 prentil 99,20 98,87 99,90 97,53| 98,13| 100,74| 99,32| 102,17| 101,62 100,27 99,66| 101,41] 99,81
ARAGONIT -Mikrotvrdost - H [GPa]

Rotace [°] 0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180
N 11 10 12 12 12 11 12 12 12 10 12 12 12
Min 6,52 6,61 6,48 5,98 5,66 6,39 6,36 6,51 6,50 6,50 6,51 6,67 6,14
Max 7,31 7,00 6,87 6,69 6,75 7,25 6,76 7,16 7,21 7,07 7,04 7,47 7,10
Mean 6,81 6,84 6,74 6,35 6,36 6,85 6,53 6,80 6,85 6,85 6,80 6,91 6,62
Median 6,78 6,85 6,77 6,43 6,36 6,81 6,50 6,84 6,89 6,85 6,83 6,84 6,61
25 prentil 6,69 6,72 6,66 6,07 6,17 6,73 6,43 6,60 6,57 6,75 6,72 6,74 6,48
75 prentil 6,93 6,97 6,85 6,58 6,60 7,00 6,61 6,91 7,03 7,01 6,88 7,06 6,79
Tabulka 5.15 - Zakladni statistické parametry jednotlivych méreni pro indentacni zkousky perleti u druhu
Nucula nukleus.

Nucula nucleus - Elasticky modul - E [GPa]

Rotace [°] 0 15 30 45 60 75 920 105 120 135 150 165 180
N 10 10 12 12 12 12 11 10 11 11 12 12 11
Min 84,03 82,92] 80,39] 82,10] 78,39| 82,92 83,79 75,00 83,33 8890 80,17 69,28] 59,22
Max 100,61) 100,94 99,25| 107,33| 115,46] 113,73] 109,56| 88,86 101,28 95,13] 98,15/ 105,86 92,34
Mean 91,15| 89,48 88,69 90,44| 94,57 93,60 94,13 84,34 89,73] 91,93] 88,65 90,09] 79,38
Median 89,73 88,17] 88,53 88,92 92,27 92,43 89,21] 86,26 89,09 92,16] 88,13] 89,39] 80,66
25 prentil 87,80 83,56] 84,83 86,83 86,78 88,19/ 87,06 81,58 83,83] 89,84 83,04 82,83] 70,98
75 prentil 94,95| 95,75 91,24 94,211 99,97| 97,24] 102,58 88,00 93,70 93,40 94,81 98,79 88,34
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Nucula nucleus - Mikrotvrdost - H [GPa]

Rotace [°] 0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180

N 10 10 12 12 12 12 11 10 11 11 12 12 11

Min 563 478 508 438 522 547 441 495 513 581 521f 385 3,98

Max 7,77 717 687 784 838 756 851 636 808 728 754 841 6,49

Mean 649 585 599 6,15 664 643 628 563 633 643 6,18 616/ 531

Median 636 595 601 626 645 641 603 563 606 649 620 637 517

25 prentil 593 507 537, 534 616/ 580 554 524 575 606 550 555 4,13

75 prentil 696 651 666 681 750 702 719 602 695 664 669 703 633

Tabulka 5.16 - Zakladni statistické parametry jednotlivych méreni pro indentacni zkousky perleti u druhu

Pinctada radiata.

Pinctada radiata - Elasticky modul - E [GPa]

Rotace [°] 0 15 30 45 60 75 920 105 120 135 150 165 180

N 12 12 12 12 12 12 12 12 12 11 12 12 12

Min 60,06/ 53,70 61,31 60,99 57,67 55,721 59,68 56,40 53,77 62,04 55,42] 54,41 59,96

Max 67,96| 65,43 72,95 71,83 70,07 70,12 70,12 69,96 69,13 6896 68,06 64,56 70,52

Mean 64,16/ 60,09 66,28 66,07 63,77 63,45 64,47 64,63 63,27 6516 63,15 59,67 65,17

Median 64,62| 60,22 65,74 6560 63,31 63,17 63,69 64,81 6505 64,43 63,90 60,65 64,84

25 prentil 61,59 57,09 63,73 6395 61,61 62,12 62,62 62,39 5867 63,36 6059 56,15 61,42

75 prentil 66,97 62,87 6857 69,060 6649 67,000 6693 6881 6792 6691 66,38 63,29] 68,82

Pinctada radiata - Mikrotvrdost - H [GPa]

Rotace [°] 0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180

N 12 12 12 12 12 12 12 12 12 11 11 12 12

Min 2,79 3,42 3,64 3,45 2,83 3,12 3,27 3,52 3,31 3,86 3,25 2,61 3,68

Max 451 493 528 537 467 486 49| 542 512 466 492 433 556

Mean 3,94 398 434 425 409 403 394 435 417| 436 4,28 3,43 4,54

Median 4,02 3,77 422 406 418 3,97 393 437] 410 443 439 343 447

25 prentil 3,59 3,54 407 392 3,72 366 3,58 384 351 422 411 2,78 4,23

75 prentil 435 450 467 465 454 455 421 472 483 455 464 411 478
Prvnim provedenym statistickym testem je test normality pro ovéreni jedné z nutnych

podminek nasledného pouziti nékteré z parametrickych statistickych metod.

Shapiro-Wilkav test

Vysledky Shapiro-Wilkova testu jsou uvedeny v nasledujicich tabulkach:

Tabulka 5.17 - Vysledky Shapiro-Wilkova testu.

ARAGONIT - Elasticky modul - E [GPa]

Rotace [] 0 15 30 45 60 75 % 105 120 135 150 165 180

N 11 10 12 12 12 11 12 12 12 11 12 12 12

Shapiro-Wilk 0,895 | 095 | 0915 | 0931 | 0828 | 0957 | 0907 | 0866 | 0983 | 0887 | 03859 | 0942 | 0,931

p (normal) 0,159 | 0842 | 0246 | 0388 | 0020 | 0731 | 0195 | 0058 | 0992 | 0127 | 0048 | 0517 | 0387

ARAGONIT - Mikrotvrdost - H[GPa]

Rotace [] 0 15 30 45 60 75 90 105 120 | 135 150 | 165 180

N 11 10 12 12 12 11 12 12 12 10 12 12 12

Shapiro-Wilk 0,938 | 0,937 | 0,914 | 0,914 | 0,925 | 0948 | 0953 | 0,965 | 0,921 | 0,933 | 0,969 | 0,877 | 0,969

p (normal) 0,494 | 0,519 | 0,238 | 0,237 | 0,328 | 0,613 | 0,681 | 0,855 | 0,297 | 0,475 | 0,901 | 0,080 | 0,897
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Nucula nucleus - Elasticky modul - E [GPa]

Rotace [°] 0 15 30 45 60 75 20 105 120 135 150 165 180
N 10 10 12 12 12 12 11 10 11 11 12 12 11
Shapiro-Wilk 0,905 | 0,846 | 0,981 | 0,890 | 0,954 | 0,886 | 0,895 [ 0,863 0,924 | 0,955 | 0,924 [ 0,964 | 0,942
p (normal) 0,247 | 0,052 0,986 | 0,119 | 0,695 | 0,105 | 0,161 | 0,082 | 0,354 | 0,705 | 0,324 | 0,840 | 0,541
Nucula nucleus - Mikrotvrdost - H [GPa]

Rotace [°] 0 15 30 45 60 75 20 105 120 135 150 165 180
N 10 10 12 12 12 12 11 10 11 11 12 12 11
Shapiro-Wilk 0,925 | 0,940 | 0,933 | 0,985 | 0,936 | 0,940 | 0,974 | 0,935 | 0,942 | 0,954 | 0,954 | 0,945 | 0,893
p (normal) 0,401 | 0,549 | 0,408 | 0,996 | 0,451 | 0,504 | 0,925 | 0,494 | 0,538 | 0,701 | 0,691 | 0,570 | 0,151
Pinctada radiata - Elasticky modul - E [GPa]

Rotace [°] 0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180
N 12 12 12 12 12 12 12 12 12 11 12 12 12
Shapiro-Wilk 0,904 | 0,961 | 0,972 | 0,934 | 0,980 | 0,932 | 0,956 | 0,947 | 0,922 | 0,949 | 0,949 | 0,913 | 0,936
p (normal) 0,179 | 0,801 | 0,929 | 0,421 | 0,983 | 0,404 | 0,726 | 0,588 | 0,306 | 0,634 | 0,624 | 0,232 | 0,446
Pinctada radiata -Mikrotvrdost - H [GPa]

Rotace [°] 0 15 30 45 60 75 20 105 120 135 150 165 180
N 12 12 12 12 12 12 12 12 12 11 11 12 12
Shapiro-Wilk 0,907 | 0,874 | 0,935 | 0,958 | 0,885 | 0,960 | 0,972 | 0,967 | 0,927 | 0,943 | 0,906 | 0,862 | 0,959
p (normal) 0,193 | 0,073 0,439 | 0,752 | 0,101 | 0,787 | 0,927 | 0,874 | 0,351 | 0,562 | 0,218 | 0,051 0,774

Vysledky Shapiro-Wilkova testu ukazaly, Ze ze vSech provedenych méreni mizeme odmitnout

nulovou hypotézu o normalnim rozdéleni mérenych hodnot na hladiné vyznamnost p < 0,05 jen

v pfipadé méreni elastického modulu aragonitu pro orientace 60° a 150°. Kritické hodnoty p =

0,05 bylo témér dosaZzeno ve trech dalsich pripadech, a to v pfipadé méreni elastického modulu

aragonitu pro orientaci 105°, méreni elastického modulu u druhu Nucula nucleus pro orientaci

15° a méfeni mikrovrdosti pro orientaci 165°. Tyto vysledky tedy dokladaji pouze slabé naruseni

predpokladu, Ze mérené hodnoty jsou pro kazdy vzorek (orientaci) vybérem z populace

s normalnim rozdélenim.

Test shody stiednich hodnot — Aragonit
a) Elasticky modul — aragonit

Tabulka 5.18 - Vysledky Leveneova a Welchova testu a ANOVYy pro elasticky modul aragonitu.

Test for equal means

Source of Variation: Sum of sqrs df Mean square F p (same)
Between groups: 273,726 12 22,811 7,764 6,635E-11
Within groups: 405,444 138 2,938
Total: 679,170 150
Levene’s test for homogeneity of variance,
p (same): 0,027
from means:
Welch F test in the case of unequal variances: |F=5,897; df =53,42; p =2,175E-06

P-hodnoty Leveneova testu jsou mirné pod urovni 0,05, musime tedy odmitnout nulovou

hypotézu, Ze testované proménné maji stejny rozptyl. Pro mirné nesplnéni predpokladid ANOVy

(Levenelv test) je p-hodnota ANOVy extrémné nizka, coz naznacuje zamitnuti nulové hypotézy,

Ze porovnavané soubory méreni elastického modulu pro rlizné orientace maji stejné priiméry.

Welch(v test (korigujici analyzu pro soubory s nestejnym rozptylem) doklada totéz (p < 0,05).
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Pro porovnani shodnosti priméri ANOVou nebyl splnén predpoklad ANOVy o podobnosti

rozptyll (Levenelv test p < 0,05). Z tohoto divodu byla provedena analyza i neparamentrickym

Kruskal-Wallisovym testem (viz tabulka 5.19).

Kruskal-Wallistiv test

Tabulka 5.19 - Vysledky Kruskal-Wallisova testu pro hodnoty
elastického modulu aragonitu pro rzné orientace.

Kruskal-Wallis test for equal medians

H (chi2): 59,49
Hc (tie corrected): 59,49
p (same): 2,80E-08

There is a significant difference between sample medians

Test ANOVA a Kruskal-Wallisliv test odmitly nulovou hypotézu o shodé stfednich hodnot

(priimérd a mediant) pro méreni elastického modulu aragonitu pfi rliznych rotacich vzorku. Post

hoc testy — Tukeyliv a Mann-Whitney(v test byly pouZity k determinaci, které z rotaci se lisi od

ostatnich (tab. 5.20 a 5.21). Porovnanim obou tabulek (Tukeyova a Mann-Whitneyova testu) je

zfejma rozdilna sila téchto test(.

Tabulka 5.20 - Vysledky Tukeyova testu.

Rotace [°] 0 15 30

15 1,000

30 1,000 1,000

45 0,125 0,215 0,109
60 0,088 0,158 0,076
75 0,749 0,595 0,782
90 1,000 1,000 1,000
105 0,183 0,105 0,207
120 0,463 0,315 0,501
135 0,923 0,827 0,939
150 0,999 0,991 0,999
165 0,185 0,105 0,208
180 1,000 1,000 1,000

Tabulka 5.21 - Vysledky Mann-Whitneyova testu.

Rotace [°] 0 15 30

15 0,916

30 0,735 | 0,668

45 0,034 | 0,016 0,017
60 0,069 | 0,052 @ 0,030
75 0,033 | 0,005 0,065
90 0,951 | 0,817 @ 0,470
105 0,009 | 0,003 0,030
120 0,053 | 0,016 0,065
135 0,088 | 0,022 0,132
150 0,103 | 0,060 @ 0,453
165 0,009 | 0,003 0,018
180 0,976 | 0,869 | 0,840

45

1,000
0,000
0,233
0,000
0,000
0,000
0,004
0,000
0,154

45

0,795
0,000
0,017
0,000
0,001
0,001
0,001
0,000
0,069

60

0,000
0,173
0,000
0,000
0,000
0,002
0,000
0,110

0,000
0,030
0,000
0,000
0,001
0,000
0,000
0,069

75

0,568
1,000
1,000
1,000
0,999
1,000
0,696

75

0,005
0,479
0,735
0,870
0,310
0,424
0,132

920

0,095
0,293
0,807
0,988
0,095
1,000

0,001
0,017
0,011
0,053
0,002
0,729

105

1,000
0,992
0,841
1,000
0,151

105

0,644
0,372
0,126
0,931
0,030

120

1,000
0,981
1,000
0,407

120

0,601
0,237
0,686
0,100

135

1,000
0,992
0,894

135

0,175
0,230
0,166

150

0,842
0,997

150

0,069
0,419

91

165

0,152

165

0,026



Zavér: Vysledky statistického Setfeni prokdzaly statisticky vyznamny rozdil mezi stfednimi

hodnotami elastického modulu aragonitu pro rizné rotace vzorku.

b) Mikrotvrdost — aragonit

Tabulka 5.22 - Vysledky Leveneova a Welchova testu a ANOVy pro mikrotvrdost aragonitu.

Test for equal means

from means:

Source of Variation: Sum of sqrs df Mean square F p (same)
Between groups: 5,116 12 0,426 9,729 1,612E-13
Within groups: 6,004 137 0,044
Total: 11,120 149
L ‘stestforh ity of vari ,

evene’s test for homogeneity of variance b (same): 0,083

Welch F test in the case of unequal variances:

F = 8,331; df =52,82; p = 1,584E-08

P-hodnoty Leveneova testu jsou nad Urovni 0,05, proto nemiZeme odmitnout nulovou

hypotézu o stejnych rozptylech, ¢imz jsou splnény vSechny predpoklady ANOVy. Vysledky

ANOVy zamitdji nulovou hypotézu, e porovnavané soubory méreni mikrotvrdosti pro rlizné

orientace maji stejné praméry. Welch(v test (pro soubory s neshodnou variaci) doklada totéz (p

<0,05).

Post hoc Tukeyl(v test byl pouZit k determinaci, které z rotaci se lisi od ostatnich (tab. 5.23).

Tabulka 5.23 - Vysledky Tukeyova post hoc testu méfreni mikrotvrdosti aragonitu.

Rotace [°] 0 15 30 45
15 1,000
30 1,000 | 0,995
45 0,000 | 0,000 @ 0,001
60 0,000 | 0,000 @ 0,001 1,000
75 1,000 | 1,000 0,987 | 0,000
90 0,050 | 0,021 0,434 0,737
105 1,000 | 1,000 @ 1,000 | 0,000
120 1,000 | 1,000 0,987 | 0,000
135 1,000 | 1,000 0,983 | 0,000
150 1,000 | 1,000 1,000 | 0,000
165 0,997 | 1,000 0,744 @ 0,000
180 0,607 | 0,418 | 0,988 @ 0,086

60 75 920 105 120
0,000
0,797 @ 0,014
0,000 1,000 | 0,089
0,000 1,000 | 0,013 1,000
0,000 1,000 | 0,012 1,000 1,000
0,000 1,000 | 0,086 @ 1,000 1,000
0,000 1,000 | 0,001 0,988 1,000
0,113 | 0,332 | 0,996 @ 0,744 0,331

135

1,000
1,000
0,305

150 165
0,989
0,737 = 0,058

Zavér: Vysledky statistického Setfeni prokazaly statisticky vyznamny rozdil mezi priimérnymi

hodnotami mikrotvrdosti aragonitu pro rlizné rotace vzorku. Je zfejmé, Ze se lisi jen rotace 45°

a 60°.
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Test shodnosti stFfednich hodnot — Nucula nucleus

a) Elasticky modul — Nucula nucleus

Tabulka 5.24 - Vysledky Leveneova a Welchova testu a ANOVy pro elasticky modul

druhu Nucula nucleus.

Test for equal means

Sum of sqrs df Mean square F p (same)
Between groups: 2250,610 12 187,550 3,228 4,2920E-04
Within groups: 7727,080 133 58,098
Total: 9977,680 145
Levene’s test for homogeneity of variance, from

p (same): 0,002
means:
Welch F testin the case of unequal variances: F=3,182; df =50,7; p =0,001914

P-hodnoty Leveneova testu jsou pod urovni 0,05, proto musime odmitnout nulovou

hypotézu, Ze testované proménné maji stejny rozptyl. Nebyl zde splnén predpoklad ANOVy o

podobnosti rozptylG. Welchiyv test, nevyZadujici tento predpoklad, doklada (p < 0,05) nerovnost

pramérd. Z tohoto didvodu byla rovnéZ provedena analyza neparamentrickym Kruskal-

Wallisovym testem (viz tabulka 5.25).

Kruskal-Wallistiv test

Tabulka 5.25 - Vysledky Kruskal-Wallisova testu pro hodnoty
elastického modulu perleti u druhu Nucula nucleus pro rizné orientace.

Kruskal-Wallis test for equal medians

H (chi2): 27,4
Hc (tie correctec 27,4
p (same): 0,0068

There is a significant difference between sample medians

Kruskal-WallisGv test odmitl nulovou hypotézu o shodé mediand pro méreni elastického

modulu perleti u druhu Nucula nucleus pro rizné orientace vzorku. Mann-Whitney(v test byl

pouzit k determinaci, které z rotaci se liSi od ostatnich (tab. 5.26).

Tabulka 5.26 - Vysledky Man-Whitneyova testu pro elasticky modul perleti druhu Nucula nucleus.

Rotace [°] 0 15 30 45
15 0,521
30 0,339 | 0,869
45 0,575 | 0,974 0,624
60 0,410 | 0,249 0,126 0,286
75 0,48 | 0,373 0,089 0,215
90 0,550 | 0,130 0,207 0,442
105 0,006 @ 0,141 0,070 0,032
120 0,597 | 0,751 0,782 0,976
135 0,307 | 0,504 0,045 0,132
150 0,410 A 0,818 0,977 0,708
165 0,717 | 0,668 0,708 0,840
180 0,012 | 0,045 | 0,053 0,018

60 75 920 105 120 135
0,977
0,878 @ 0,976
0,011 0,003 | 0,008
0,207 | 0,282 | 0,212 @ 0,038
0,782 @ 0,926 @ 0,844 0,000 0,212
0,194 @ 0,112 | 0,148 @ 0,199 0,689 | 0,230
0,403 0,544 @ 0,518 @ 0,156 0,782 | 0,644
0,007 | 0,002 | 0,007 0,379 0,026 0,001

150

0,544
0,053

165

0,039
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Zavér: Vysledky statistického Setfeni prokdzaly statisticky vyznamny rozdil mezi stfednimi
hodnotami elastického modulu perleti u druhu Nucula nucleus pro dvé orientace 105° a 180°.

b) Mikrotvrdost — Nucula nucleus

Tabulka 5.27 - Vysledky Leveneova a Welchova testu a ANOVy pro mikrotvrdost druhu Nucula nucleus.

Test for equal means

Sum of sqrs df Mean square F p (same)
Between groups: 18,198 12 1,516 2,088 0,022
Within groups: 96,594 133 0,726
Total: 114,791 145

Levene’s test for homogeneity of variance,

p (same): 0,086
from means:

Welch F testin the case of unequal variances: |F=2,544; df =51,33; p=0,01021

P-hodnoty Leveneova testu jsou nad urovni 0,05, nem(Zeme tedy odmitnout nulovou
hypotézu o stejnych rozptylech a tim jsou splnény vSechny predpoklady ANOVy. Vysledky
ANOVYy zamitaji nulovou hypotézu, Ze porovnavané soubory méfeni mikrotvrdosti perleti druhu
Nucula nucleus pro r(izné orientace maji stejné prlméry. Welchlv test (pro soubory
s neshodnou variaci) doklada totéz (p < 0,05).

Post hoc Tukeylv test byl pouZit k determinaci, které z rotaci se lisi od ostatnich (tab. 5.28).

Tabulka 5.28 - Vysledky Tukeyova post hoc testu méreni mikrotvrdosti perleti druhu Nucula nucleus.

Rotace [°] 0 15 30 45 60 75 20 105 120 135 150 165
15 0,866

30 0,975 | 1,000

45 0,999 | 1,000 | 1,000

60 1,000 0,59 | 0,839 ' 0,977

75 1,000 | 0,929 | 0,991 @ 1,000 1,000

90 1,000 0,994 @ 1,000 1,000 | 0,999 @ 1,000

105 0,446 @ 1,000 | 0,999 @ 0,968 | 0,191 | 0,566 | 0,843

120 1,000 | 0,983 | 0,999 | 1,000 @ 1,000 1,000 | 1,000 0,759

135 1,000 | 0,935 | 0,993 @ 1,000 | 1,000 1,000 [ 1,000 0,581 | 1,000

150 1,000 | 1,000 @ 1,000 @ 1,000 0,987 @ 1,000 | 1,000 0,950 | 1,000 @ 1,000

165 0,999 @ 1,000 1,000 1,000 0,981 | 1,000 | 1,000 | 0,963 @ 1,000 | 1,000 1,000

180 0,055 ' 0,953 | 0,803 @ 0,498 0,013 | 0,089 | 0,252 @ 1,000 0,181 | 0,094 0,435 0,476

Zavér: Vysledky statistického Setfeni prokazaly statisticky vyznamny rozdil mezi priimérnymi
hodnotami mikrotvrdosti perleti u druhu Nucula nucleus, ale pouze pro jednu kombinaci, a to
60° a 180°.
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Test shodnosti stFednich hodnot — Pinctada radiata

a) Elasticky modul — Pinctada radiata

Tabulka 5.29 - Vysledky Leveneova a Welchova testu a ANOVy pro elasticky modul

perleti druhu Pinctada radiata.

Test for equal means

from means:

Sum of sqrs df Mean square F p (same)
Between groups: 573,388 12 47,782 3,602 0,000104
Within groups: 1883,900 142 13,267
Total: 2457,280 154
Levene’s test for homogeneity of variance, Bllsamcle 0,483

Welch F test in the case of unequal variances:

F =3,426; df =55,2; p = 0,0009

P-hodnoty Leveneova testu jsou nad urovni 0,05, nemiZeme tedy odmitnout nulovou

hypotézu o stejnych rozptylech, ¢imz jsou splnény vSechny predpoklady ANOVy. Vysledky

ANOVYy zamitaji nulovou hypotézu, Ze porovnavané soubory méreni elastického modulu u druhu

Pinctada radiata pro rlzné orientace maji stejné priméry. Welchlv test (pro soubory

s neshodnou variaci) doklada totéz (p < 0.05).

Post hoc Tukeylv test byl pouZit k determinaci, které z rotaci se lisi od ostatnich (tab. 5.30).

Tabulka 5.30 - Vysledky Tukeyova post hoc testu méreni elastického modulu u druhu Pinctada radiata.

Rotace [°] 0 15 30 45
15 0,238
30 0,971 | 0,002
45 0,988 | 0,004 1,000
60 1,000 @ 0,395 0,903 0,947
75 1,000 | 0,554 0,796 0,869
90 1,000 0,144 0,993 0,998
105 1,000 | 0,109 0,997 0,999
120 1,000 0,640 0,722 0,809
135 1,000 | 0,038 1,000 1,000
150 1,000 | 0,700 0,664 0,758
165 0,122 | 1,000 0,001 0,001
180 1,000 | 0,038 @ 1,000 1,000

60 75 20 105 120 135
1,000
1,000 @ 1,000
1,000 @ 1,000 | 1,000
1,000 = 1,000 | 1,000 | 1,000
0,999 | 0,995 | 1,000 1,000 A 0,989
1,000 & 1,000 | 1,000 | 0,999 @ 1,000 0,981
0,228 0,356 | 0,067 0,049 | 0,437 @ 0,015
0,999 | 0,995 | 1,000 1,000 | 0,989 1,000

150

0,498
0,981

165

0,015

Zavér: Vysledky statistického Setfeni prokazaly statisticky vyznamny rozdil pouze mezi nékolika

hodnotami elastického modulu perleti u druhu Pinctada radiata.
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b) Mikrotvrdost — Pinctada radiata

Tabulka 5.31 - Vysledky Leveneova a Welchova testu a ANOVy pro mikrotvrdost perleti druhu
Pinctada radiata.

Test for equal means

Sum of sqrs df Mean square F p (same)
Between groups: 11,319 12 0,943 3,444 0,000186
Within groups: 38,613 141 0,274
Total: 49,932 153

Levene’s test for homogeneity of variance, p (same): 0,159

from means:
Welch F testin the case of unequal variances: |F=2,881; df =54,71; p =0,0038

P-hodnoty Leveneova testu jsou nad urovni 0,05 a tedy nemiZeme odmitnout nulovou
hypotézu o stejnych rozptylech, ¢imz jsou splnény vSechny predpoklady ANOVy. Vysledky
ANOVy zamitdji nulovou hypotézu, Ze porovnavané soubory méfeni mikrotvrdosti u druhu
Pinctada radiata pro rlzné orientace maji stejné priméry. Welchlv test (pro soubory
s neshodnou variaci) doklada totéz (p < 0,05).

Post hoc TukeyUv test byl pouZit k determinaci, které z rotaci se lisi od ostatnich (tab. 5.32).

Tabulka 5.32 - Vysledky Tukeyova post hoc testu méreni mikrotvrdosti u druhu Pinctada radiata

Rotace [°] 0 15 30 45 60 75 920 105 120 135 150 165
15 1,000

30 0,818 | 0,894

45 0,973 | 0,990 1,000

60 1,000 | 1,000 | 0,994 1,000

75 1,000 | 1,000 0,95 @ 0,999 @ 1,000

920 1,000 | 1,000 0,819 0,973 1,000 1,000

105 0,793 | 0,876 @ 1,000 1,000 0,992 | 0,956 | 0,794

120 0,998 | 1,000 1,000 1,000 1,000 | 1,000 | 0,998 | 1,000

135 0,781 | 0,867 @ 1,000 @ 1,000 0,991 | 0,952 | 0,782 | 1,000 1,000

150 0,938 | 0,972 @ 1,000 1,000 1,000 | 0,995 | 0,938 1,000 1,000 1,000

165 0,453 | 0,344 | 0,002 0,009 0,102 | 0,206 | 0,451 0,001 0,032 0,001 0,005

180 0,213 | 0,298 | 1,000 | 0,979 | 0,668 | 0,463 | 0,214 | 1,000 0,891 @ 1,000 | 0,993 | 0,000

Zavér: Vysledky statistického Setfeni prokazaly statisticky vyznamny rozdil mezi priimérnymi
hodnotami mikrotvrdosti perleti u druhu Pinctada radiata pouze pro rotaci 165°.
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5.2.2 Diskuze vysledkt analyzy vlivu orientace vzorku na méfené hodnoty

Pfedchozi statistickd analyza vlivu orientace vzorku na méfené hodnoty elastického modulu
a mikrotvrdosti aragonitu a perleti druhl Nucula nucleus a Pinctada radiata byla zaloZena na
souboru méreni, ze kterych byly vylouceny pouze hodnoty silné ovlivnéné ,pop-in“ efektem,
nebo které byly méreny v misté s nevhodnym povrchem.
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Obrazek 5.7 - Mérené hodnoty elastického modulu aragonitu (A-C) a perleti druht Nucula nucleus (D-F) a
Pinctada radiata (G-1) zobrazené v histogramu (A, D a G), v pravdépodobnostnim diagramu (Q - Q plot)
pro normalni rozdéleni (B, E a H) a v krabicovém diagramu (C, Fa I).

Provedend analyza vlivu orientace vzorku na mérené hodnoty ukdzala, Ze soubory méfeni pro
nékteré rotace se statisticky vyznamné lisi od hodnot ostatnich rotaci (viz strany 85 - 102).
Analyza byla provedena jednocestnou ANOVou a Welchovym testem (k uréeni zda je mezi 13
rotacemi statisticky vyznamny rozdil ve stfedni hodnoté) a nasledné byl pouzit TukeyQv post hoc
test (k uréeni mezi kterymi z 13 rotaci je statisticky vyznamny rozdil ve stfedni hodnoté). Pokud
Levenelv test vyvratil podobnost rozptyll jednotlivych soubor(, a nebyl tak splnén zakladni
predpoklad ANOVYy, pak byl pouZit Welchiv test a neparametricky Kruskal-Wallis(iv test (k urceni
mezi kterymi z 13 rotaci je statisticky vyznamny rozdil ve stfedni hodnoté). Nasledné byl pouZit
Mann-Whitney(v test (k ur¢eni mezi kterymi z 13 rotaci je statisticky vyznamny rozdil ve stfedni

97

- =



hodnoté). Je tfeba zminit, Ze posledné zminény test (Dynham 2011) je nachylnéjsi ke vzniku
statistické chyby I. fadu (tj. vzniku falesnych rozdil().
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Obrazek 5.8 - Mérené hodnoty mikrotvrdosti aragonitu (A - C) a perleti druh Nucula nucleus (D - F) a
Pinctada radiata (G - 1) zobrazené v histogramu (A, D a G), v pravdépodobnostnim diagramu (Q - Q plot)
pro normalni rozdéleni (B, E a H) a v krabicovém diagramu (C, Fa I).

Detailni rozbor divodu téchto rozdill ve stfednich hodnotach (prdmeéru ¢i medianu) ukazal,
Ze dlvodem jsou extrémni hodnoty, pro které nebyl nalezen jednoznacny dlvod pro jejich
vylouceni pfi popisu nanoindentacnich krivek (viz strany 44 - 55), napriklad z divod( silného
pop-in efektu. Naptiklad pro méreni mikrotvrdosti aragonitu (obrazek 5.8) je z histogramu
zfejmda (Obrazek 5.8 A) pomérné pocetna skupina méreni s hodnotami okolo 6 GPa. Tyto
hodnoty se zfetelné odchyluji v pravdépodobnostnim diagramu (Q - Q plotu) od o¢ekavaného
normalni rozdéleni (obrazek 5.8 B). Z krabicového diagramu (obrazek 5.8 C) je vidét, Ze tyto
hodnoty jsou ze souborl pro rotaci 45° a 60°. ANOVA a nasledna aplikace Tukeyova testu (viz
tabulka 5.22 a 5.23) ukazaly, Ze pravé nékteré hodnoty ze souborl pro rotaci 45° a 60° zpUsobily
odmitnuti nulové hypotézy o shodé primérli ANOVou. Podobné i v ostatnich pripadech lze
dolozit, Ze priciny neshody ve stfednich hodnotdch mezi méfenymi soubory maji na svédomi
extrémni hodnoty, které jsou i z hlediska teoretického normalniho rozdéleni anomalni (viz
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obrdzky 5.7 B, Ea Ha 5.8 B, E a H). Jak uz bylo zminéno vyse, pro vylouceni téchto hodnot nebyly
na indentacnich kfivkach ¢asto nalezeny jednoznacné dlivody. Vylouc¢ime-li vsak tyto extrémni
hodnoty, pak opakovanim testl shody stfednich hodnot elastického modulu ¢i mikrotvrdosti u
aragonitu a perleti druhQ Nucula nucleus a Pinctada radiata pro jednotlivé rotace se dostaneme
do situace, Ze nelze vyvratit nulovou hypotézu o shodé stfednich hodnot. Tedy jinymi slovy,
neexistuje statisticky vyznamné ovlivnéni mérenych hodnot rotaci vzorku (tj. anizotropii).
Vsechny vyloucené extrémni hodnoty (tj. hodnoty ovlivnéné pop-in efektem ¢&i extremni
hodnoty lezici mimo pfimku v Q-Q diagramu) reprezentuji méné nez 5 % vSech mérenych
hodnot. Je zajimavé, Ze pouzity test normality (Shapiro-Wilkidv test) neodmitl nulovou hypotézu
o normalnim rozdéleni hodnot pro jednotlivé rotace. Ddvodem je patrné nizky pocet méreni pro
jednotlivé rotace (tj. 10 - 12 méreni).

Zavér: Po vylouceni vSech extrémnich hodnot elastického modulu ¢i mikrotvrdosti u aragonitu a
perleti druhG Nucula nucleus a Pinctada radiata prokazala naslednd analyza neexistenci
zavislosti hodnoty méreni na rotaci vzorku vici Berkovichové pyramidé. Dlvody pro vznik
extrémnich hodnot nejsou dosud objasnény a spolecné s pracovniky nanoindentacni laboratore
planuji publikaci metodické prace zamérené na toto téma. Je treba si uvédomit, Ze
nanoindentacni zkouska je ¢asové i finanéné ndrocna a z tohoto divodu je obvykle provadéno
jen nékolik malo indentl pro charakteristiku rdznych materiald. Provedeny experiment na
aragonitu a perleti dvou druhl (celkové reprezentujici 156 indentl na vzorek) je naprosto
anomalni vysokym poctem méreni. Tento vysledek ovlivnil i dalsi planovanad méreni perleti.
Kazdy vzorek byl pro jistotu méfen 2 x 16 indenty a ve dvou orientacich 0° a 30°.

5.2.3 Porovnani hodnot elastického modulu a mikrotvrdosti perleti a aragonitu

VySe popsany experiment poskytl rovnéz data pro porovnani hodnot elastického modulu
a mikrotvrdosti perleti a aragonitu (obrazek 5.9).
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Obrazek 5.9 - Mérené hodnoty elastického modulu a mikrotvrdosti aragonitu a perleti druhl Nucula
nucleus a Pinctada radiata zobrazené v krabicovém diagramu.

Perlet druhd Nucula nucleus a Pinctada radiata ma stejnou mikrostrukturu (tj. tvar krystalkd
aragonitu). Jak ale ukazalo predchozi studium metodou difrakce zpét odraZenych elektron(
(EBSD), perlet druhl Nucula nucleus a Pinctada radiata je velice odlisnd v krystalografické
orientaci jednotlivych destiek (krystalkd) aragonitu v perleti (viz obrazek 5.10).
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Obrazek 5.10 - Orientace jednotlivych destic¢ek (krystalk() aragonitu v perleti u druh( Nucula nucleus a
Pinctada radiata promitnutd ve sférické projekci (upraveno z Fryda a kol. 2010).

U druhu Nucula nucleus jsou jednotlivé krystalky aragonitu v perleti orientovany tak, Ze jejich
krystalografické osy c (tj. smér [001] jsou rovnobéziné a kolmé k povrchu schranky (Zluté body
v obrdzku 5.10) a krystalografické osy a (tj. smér [100] ¢ervené body v obrazku 5.10) a b jsou
orientovany nahodné. Krystalograficka textura perleti u druhu Nucula nucleus mlze byt
oznacena jako jednoosa textura. U druhu Pinctada radiata jsou jednotlivé krystalky aragonitu
v perleti orientovany rovnéz tak, Ze jejich krystalografické osy c (tj. smér [001] jsou rovnobézné
a kolmé k povrchu schranky (zZluté body v obrazku 5.10), avsak i orientace krystalografickych os
a (tj. smér [100] cervené body v obrazku 5.10) a b je usporadana (viz obrazek 5.10). VSechny osy
jednotlivych krystalkll aragonitu v perleti druhu Pinctada radiata jsou rovnobéiné a

IM

krystalograficka textura této perleti mlze byt oznacena jako ,,quasimonokrystal”. Tato textura
je tedy nejblize monokrystalu aragonitu, ktery je jako kazdy pfirodni krystal tvofen malymi
doménami s identickou orientaci krystalografickych os.

Uskutecnéna méreni hodnot elastického modulu a mikrotvrdosti aragonitu a perleti druhd
Nucula nucleus a Pinctada radiata (obr. 5.7 a 5.8), naznacila, Ze aragonit ma vyssi elasticky modul

a mikrotvrdost nez perlet.

Shapiro-Wilkuiv test

Vysledky Shapiro-Wilkova testu jsou uvedeny v nasledujici tabulce:

Tabulka 5.33 - Vysledky Shapiro-Wilkova testu

Elasticky modul Mikrotvrdost
. Nucula Pinctada . Nucula Pinctada
Aragonit . Aragonit .
nucleus radiata nucleus radiata
N 141 137 141 141 137 141
Shapiro-Wilk 0,987 0,980 0,988 0,993 0,987 0,983
p (normal) 0,208 0,084 0,254 0,679 0,201 0,084

Vysledky Shapiro-Wilkova testu ukazaly, Ze v Zddném z provedenych méreni nemlZeme
odmitnout nulovou hypotézu o normalni rozdéleni mérenych hodnot na hladiné vyznamnosti
p < 0,05. Na druhou stranu p-hodnoty Leveneova testu pro elasticky modul a mikrotvrdost
odmitly nulovou hypotézu o podobnosti rozptylu. Z tohoto dlivodu byl pro vyhodnoceni pouZzit
neparametricky Kruskal-Wallis(iv test.
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Kruskal-Wallisav test

a) Elasticky modul

Tabulka 5.34 - Vysledky Kruskal-Wallisova testu pro hodnoty elastického
modulu aragonitu a perleti druh( Nucula nucleus a Pinctada radiata.

Kruskal-Wallls test for equal medians

H (chi2): 351,90
Hc (tie corrected): 351,90
p (same): 3,95E-77

There is asignificant difference between sample medians

Kruskal-Wallis(iv test odmitl nulovou hypotézu o shodé medianli pro méreni elastického
modulu aragonitu a perleti druh Nucula nucleus a Pinctada radiata. Mann-Whitney(v test byl
pouzit k determinaci, které dvojice se lisi od ostatnich (tabulka 5.35).

Tabulka 5.35 - Vysledky Mann-Whitneyova testu pro hodnoty elastického
modulu aragonitu a perleti druhQ Nucula nucleus a Pinctada radiata.

Aragonit Nucula nucleus
Nucula nucleus 4,37E-43 T
Pinctada radiata 5,96E-48 4,78E-43

b) Mikrotvrdost

Tabulka 5.36 - Vysledky Kruskal-Wallisova testu pro hodnoty mikrotvrdosti
aragonitu a perleti druh( Nucula nucleus a Pinctada radiata.

Kruskal-Wallis test for equal medians

H (chi2): 307,40
Hc (tie corrected): 307,40
p (same): 1,75E-67

There is a significant difference between sample medians

Kruskal-Wallis(iv test odmitl nulovou hypotézu o shodé mediana pro méreni mikrotvrdosti
aragonitu a perleti druhl Nucula nucleus a Pinctada radiata. Mann-Whitney(Qv test byl pouzit
k determinaci, které dvojice se lisi od ostatnich (tabulka 5.37).

Tabulka 5.37 - Vysledky Mann-Whitneyova testu pro hodnoty elastického
modulu aragonitu a perleti druh( Nucula nucleus a Pinctada radiata.

Aragonit Nucula nucleus
Nucula nucleus 1,41E-15
Pinctada radiata 9,45E-48 8,20E-47

101



Zavér: Vysledky statistického Setfeni prokdzaly statisticky vyznamny rozdil mezi stfednimi
hodnotami elastického modulu i mikrotvrdosti aragonitu a perleti druhG Nucula nucleus a
Pinctada radiata. Vyznamnym vysledkem je zjisténi velkého rozdilu v hodnotach elastického
modulu i mikrotvrdosti perleti s odliSnou krystalografickou texturou.

Vysledky tohoto dil¢iho experimentu byly jiz publikovany v casopise (Computer Methods in
Biomechanics and Biomedical Engineering (IF pro rok 2013: 1.793), ktery nasleduje:

5.2.4 Publikovany vystup

FRYDA, J.; SEPITKA, J.; FRYDOVA, B.; HRABANKOVA, I.; LUKES, J.; KLICNAROVA, M. (2013).
Crystallographic texture determines mechanical properties of molluscan nacre.
Computer Methods in Biomechanics and Biomedical Engineering, 16: pp. 292 - 293.
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1. Introduction

The study of biologically controlled mineralisation
represents an essential issue of modern science. Molluscan
nacre (mother-of-pearl) is one of the most studied
nanocomposite materials. Nacre is found in the inner layer
of some seashells, and it is composed of an aragonite phase
(about 95vol.%) arranged in microscopic polygonal flat
tablets, bonded together by a biopolymer thin film (Figure 1).
Published data on the mechanical properties of molluscan
nacre show a rather high variability (Barthelat et al. 2007).
The reasons for such a high variability are still a matter of
scientific discussion. Different textural arrangements of the
aragonitic platelets are one of the possible parameters
influencing the mechanical properties of the nacre. Two
basic textural types of bivalve nacre (unordered and ordered
nacre) have been documented, differing by their arrange-
ments of the a- and b-axis of aragonite (Figure 1).

Here, we use a combination of nanoindentation and
electron backscatter diffraction (EBSD) to test whether the
crystallographic texture of nacre controls its mechanical
properties. The aims of this study are as follows: (1) to
determinate the hardness (H) and reduced elastic modulus
(E,) in both textural types of bivalve nacre and (2) to test
whether the shape of a diamond Berkovich probe
influences the measured H and E, values, in the case of a
strongly anisotropic material (see Kearney et al. 2006).

2. Methods

Three different aragonitic materials were selected for this
study: (1) natural single crystals of inorganic aragonite, (2)
unordered bivalve nacre (Nucula nucleus from the
Mediterranean Sea coast, about 80km SE of Valencia,
Spain) and (3) ordered bivalve nacre (Pinctada radiata
from the Mediterranean Sea, Karpathos, Greece).
Bivalve shells as well as single crystal of aragonite
selected for the intended analyses were separately

embedded in epoxy resin. Subsequently, the samples were
polished using progressively finer polishing media [SiC
followed by diamond of thickness from 3 pum to 0.25 pm,
and 0.05 pm colloidal silica]. The shell fragments were
polished parallel to the inner shell surface. The single
crystal of aragonite was polished in a plane perpendicular to
its c-axis. The samples for the EBSD analysis were cleaned
and then carbon coated. The EBSD analysis was carried out
using a Nordlys detector connected to a CamScan scanning
electron microscope. Measurements were carried out in a
regular grid with spacings of 15 wm. The crystallographic
orientations of several thousand measurements, evaluated
by Channel 5 software (HKL Technology), were plotted on
a stereographic projection (Figure 1).

A Hysitron TI 950 TriboIndenter® nanomechanical
test instrument was used to carry out quasi-static indents
on the nacre. Load-controlled quasi-static tests were
carried out on the samples using a diamond Berkovich

Figure 1. Scanning electron microscope images and results of
the texture analysis of the nacre in P. radiata (A, ordered nacre)
and in N. nucleus (B, unordered nacre).

*Corresponding author. Email: bellerophon@seznam.cz
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Figure 2. Results of the nanoindentation analysis showing the relationship between hardness and reduced elastic modulus, as well as the

effect of rotation of a diamond Berkovich probe on the measured mechanical properties.

probe. A jig for mounting the embedded sample was
attached to a rotational stage (model RSP-T), which was
bolted down to Tribolndenter stage.

In situ scanning probe microscopy images of
15pm X 15 wm in size were taken at a contact force of
2 uN. A displacement load controlled indents to a maximum
indentation depth of 100 nm, followed by a trapezoidal loading
functionof 5 X 2 X 5s.Therecorded indentation curves were
analysed according to the Oliver and Pharr method,
implemented within the TriboScan software.

The anisotropy of nacre was examined by rotating the
sample by 15° within the range of 0—180°. Indents were
individually placed via the ‘click script’” method on the
acquired topography image.

3. Results and discussion

All living and fossil bivalves developing a nacreous layer
have had an identical microstructural type, the so-called
sheet nacre. However, the nacre may differ by its
crystallographic texture. Two basic textural patterns (i.e.
unordered and ordered) of the bivalve nacre have been
documented (Fryda et al. 2009, 2010). The diagnostic
character of the unordered nacre is a perfect preferred
arrangement of [00 1] axis of individual platelets, and a
random arrangement of their [100] and [0 1 0] axes. The
second textural type of the nacre has a perfect preferred
arrangement of their [100], [0 10] and [00 1] axes.

The EBSD analysis revealed a uniform orientation of
the [001] direction of the aragonite platelets in both
bivalve species, but a variable arrangement of [1 00] and
[010] axes (Figure 1). The girdle arrangement for the
[100] direction was documented in N. nucleus (unordered
nacre), in contrast to P. radiata in which the cluster
arrangement of the [100] direction was found (ordered
nacre). Each of the two different samples of bivalve nacre
thus represents a different textural type.

Nanoindentation analysis revealed that both textural types
of the sheet nacre differ by their hardness values and reduced
elastic modulus. The hardness of the ordered nacre is about 4.2
(3) GPa, and its reduced elastic modulus is about 64(2) GPa.
In contrast, the unordered nacre is characterised by much
higher values. Its hardness is about 6.3(5) GPa, and its reduced

elastic modulus is about 92(4) GPa. H and E, values of the
unordered nacre are similar to those obtained for an inorganic
single crystal of aragonite (Figure 2). The values of the
hardness and reduced elastic modulus for aragonite, measured
in a direction parallel to its [0 O 1] axis (thus, as in the nacreous
samples), are about 6.8(2) GPa and about 99(1)GPa,
respectively. Nevertheless, F and 7 tests revealed statistically
significant differences for both values measured (H and E,) of
the inorganic aragonite as well as the unordered nacre.

Both the measured H and E; values show very small
variations for all rotated positions of the diamond Berkovich
probe (Figure 2). None of the rotations influenced the
measured values in a statistically significant manner.

4. Conclusion

1. The analyses suggest that both the hardness and
reduced elastic modulus of the sheet nacre are
controlled by its crystallographic texture. The ordered
nacre is characterised by significantly lower values of
H and E, than are the unordered nacre.

2. The shape of the Berkovich probe has no significant
influence on the measured H and E, values in a
strongly anisotropic aragonite.
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5.3 Elasticky modul a mikrotvrdost perleti mlzl z odlisnych Zivotnich prostfedi a analyza
vztahu mikromechanickych velicin k mikrostrukturnim a texturnim charakteristikam
perleti

Splnéni tfetiho dil¢iho cile disertacni prace je doloZzeno rukopisem, ktery po prelozeni do
anglického jazyka a upravé formatu podle instrukci vybraného periodika, bude predloZzen do
nékterého z odbornych casopis s IF zamérenych na problematiku biomineralizaci. Detailni
charakteristika vybranych vzork( a pouZitda metodika jsou uvedeny v kapitole 3.2 Metody studia
mikrostruktury schranek kmene Mollusca. Vysledky méreni hodnot elastického modulu a
mikrotvrdosti jsou uvedeny v kapitole 4 Vysledky méreni. Méreni mikromechanickych vlastnosti
perleti mlz{ bylo provadéno na stejnych vzorcich, u kterych probéhlo jiz uréeni krystalografické
textury perleti metodou elektronové difrakce zpétné odraZzenych elektront (EBSD) (Fryda a kol.
2010). Pro ucely této studie bylo provedeno nékolik dalSich ovérovacich méreni metodou EBSD,
nasledné byla vSechna méfeni nové zpracovdna (vylouceni viech odlehlych hodnot a hodnot
odpovidajicich dvojc¢aténi aragonitu podle {110}) a byly vypocteny Woodcockovy parametry.
Vysledky méreni hodnot elastického modulu a mikrotvrdosti byly zpracovany stejnou metodikou
statistického Settfeni, kterd byla pouZita v kapitoldch 5.1 a 5.2. Mira kolelace mezi
mikromechanickymi vlastnostmi a Woodcockovymi parametry byla charakterizovana
Pearsonovym korelacnim koeficientem nebo v pfipadé zamitnuti normalniho rozdéleni (Shapiro-
Wilkav test) neparametrickym Spearmanovym korelaénim koeficientem. Dalsi detaily pouZité
metodiky jsou uvedeny primo v manuskriptu.
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Co urcuje elasticky modul pruznosti a mikrotvrdost perleti mlza?

Abstrakt. - Studium mikrotvrdosti a elastického modulu perleti mlza patticich k 11 druhdm (5
Celedim a 4 raddm) odhalilo, Ze mikrotvrdost a elasticky modul perleti je u vSech zkoumavych
mlzG nizsi neZ u anorganického monokrystalu aragonitu. Ziskana data neprokazala rozdil mezi
vlastnostmi perleti morskych a sladkovodnich mlzd. U vsech studovanych skupin mlz{i roste
s poklesem miry usporadani aragonitovych desticek, tvrdost a pruznost perleti. MlzZi s jednoosou
texturou perleti maji rovnéz tvrdsi a pruznéjsi perlet, nez mlzi s quazimonokrystalickou texturou
perleti. Vysledky studia naznacuji moznost vyuzit parametry krystalografické textury k odhadu
tvrdosti a pruznosti perleti u fosilnich mékkysa, u kterych jiz tyto vlastnosti nemohou byt pfimo
méreny z dlvodu absence organické slozky schranek.

Meékkysi jsou nejvice diversifikovanou skupinou mofrskych organism(, kterd ma rovnéz velmi
dlouhy fosilni zd&znam. Béhem evoluce se jejich téla znacné zménila a mnohé, ¢asto velmi
pocetné skupiny mékkysa vyhynuly. Fylogenetické vztahy vétsiny fosilnich mékkyst nejsou
znamy. Druhou nejpocetnéjsi tridou mékkysl jsou mlzi, ktefi jsou znamy jiz od kambria a tvofi
vyznamnou soucast morského ekosystému po vice nez 500 milionl let (Runnegar 1985; Bieler a
Mikkesen 2006; Bieler a kol. 2010). Diversita fosilnich mlz{ je vSak mnohem vyssi nezZ diverzita
Zijich mlza, avsak Uroven znalosti jejich fylogenetickych vztah( klesa s jejich geologickym starim
(Waller 1998; Giribet 2008; Bouchet a Rocroi 2010). Na druhou stranu fosilni zaznam mlz({ je
neobvykle kompletni, coz je dano hlavné velkou rezistenci jejich schranek v pribéhu fosilizace.
MIZi jsou tedy idealni skupinou pro evolucni, ekologické a biogeografické vyzkumy. Poznani
fylogenetickych vztah fosilnich i Zijicich mlz{i ma tedy zasadni vyznam pro spravné hodnoceni
téchto vyzkumu. Tradi¢ni systém mlz byl odvozen z morfologie jejich schranek a tento zdroj dat
je jiz znacné vycerpdan (Bouchet a Rocroi 2010; K¥iz 2007). Na rozdil od tohoto poskytuje studium
vhitfni stavby schranek fosilnich i Zijicich mlzGa vyznamny a dosud nevyuzity zdroj fylogenetickych
udajli. Vétsina téchto studii se zamérovala na hodnoceni mikrostruktury (tj. tvaru krystalkd; viz
souhrh v Carter a kol. 19903, b) nebo analyzu biochemickych reakci fidicich tvorbu schranky (viz
souhrn v Marin a Luquet 2004). Pouze nékolik znacné izolovanych studii bylo zaméreno na
studium textury mlZich schranek ¢i jeji mechanickych vlastnosti (Wise 1970; Barthelat a kol.
2007; Checa a kol. 2008; Checa a Rodrigues-Navarro 2001, 2005; Lin a kol. 2008; Meyers a kol.
2008; a literatura v téchto publikacich).

Cilem této prace je urcit, jakd je variabilita hodnot mikrotvrdosti a elastického modulu
pruznosti perleti mlzd, jak tyto mikromechanické vlastnosti souvisi s mikrostrukturou a
krystalografickou texturou perleti, a zda Zivotni prostredi ¢i fylogeneticka pozice mlz{ ovlivnuji
hodnoty mikrotvrdosti a elastického modulu pruznosti jejich perleti.

Metodika

Pro studium mikromechanickych vlastnosti perleti bylo vybrano jedenact druh mlzd, z nichz
dva druhy (Mytilus edulis a Pinna nobilis) byly zastoupeny dvéma jedinci z rozdilnych lokalit (tab.
1).
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Obrazek 1. Aragonitové desticky perleti zkoumanych mlzi. eA-C — Nucula nucleus, Stredozemni
mote, Spanélsko; ¢D, K — Mytilus edulis, Severni more, Svédsko; eE-F — Leptodea fragilis, a *J, O
— Quadrula apiculata ze SZ Texasu; *G-l — Pinna nobilis a M — Modiolus barbatus z Jaderského
more, Slovinsko. *N — Mytilus edulis, La Manche, Anglie; ® P — Pinctada radiata, Stredozemni
more, Recko. Velikost Use¢ky: A, B, C, D, E, H, 1,J, K, M, N, P—10 pm; F, G—20 pm; O =5 pm.

Vzorky lastur mlzi byly rozlamany na drobné Glomky tak, aby byla odhalena studovana vrstva
perleti a zachovana informace o biologické orientaci Ulomkd. Cést vzork( byla pouzita pro
studium mikrostruktury elektronovym mikroskopem a jiné uUlomky pro analyzu
mikromechanickych vlastnosti a krystalografické textury. Ulomky schranek pro studium
mikrostruktury byly nalepeny uhlikovou pastou na hlinikovy tercik s uhlikovou podloZkou.
U kaZzdého vzorku byla zaznamenana biologickd orientace. Pred vlastnim pozorovanim
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elektronovym mikroskopem byly vzorky napraseny vrstvou slitiny zlata a paladia o tloustce
pfiblizné 10 - 20 nm v naprasovaci aparature firmy JEOL JFC-1200. Studium mikrostruktury
schranek bylo provedeno na skenovacim elektronovém mikroskopu firmy JEOL-6380LV za
urychlovaciho napéti 15 kV. Pozorované casti schranky byly snimkovany pro pozdéjsi uréeni
pramérné tloustky desticek perleti a tloustky perletové vrstvy. Primérna tloustka desticek
perleti byla vypoditana jako primér z méreni tloustky 20 desti¢ek perleti na tfech rGznych
pfiénych fezech schrankou.

Tabulka 1. Seznam studovanych druhti

Druh Celed oblast vzorek ¢.
Nucula nucleus Nuculidae Stfedozemni move, Spanélsko 110
Pinctada radiata Pteridae Egejské more, Recko 101
Modiolus barbatus Mytilidae Jaderské more, Slovinsko 104
Mytilus galloprovincialis Mytilidae Jaderské more, Chorvatsko 105
Mytilus edulis Mytilidae Kandl La Manche, Anglie 106
Mytilus edulis Mytilidae Severni more, Norsko 103
Mytilus californianus Mytilidae Tichy ocedn, USA 116
Brachidontes rostratus Mytilidae Tichy ocean, Australie 115
Pinna nobilis Pinnidae Stiedozemni more, Spanélsko 108
Pinna nobilis Pinnidae Jaderské more, Slovinsko 109
Amblema plicata Unionidae Texas, USA 121
Leptodea fragilis Unionidae Texas, USA 122
Quadrula apiculata Unionidae Texas, USA 123

Pro analyzu mikromechanickych vlastnosti a krystalografické textury perleti byl kazdy
orientovany vzorek schranky mize fixovanim do pryskyfice Epofix ve tvaru valce o priméru
priblizné 30 mm. Kazidy vzorek byl brousen nejprve nékolikrat postupné jemnéjsim
karborundem, nasledné diamanty o zrnitosti 3 az 0,25 pm. V posledni fazi leSténi byla pouZita
zrnitost diamantd 0,05 um. Mezi kazdou fazi lesténi byly vzorky omyvany a cistény
v ultrazvukové lazni. Identické vzorky byly pouzity pro analyzu mikromechanickych vlastnosti a
krystalografické textury.
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Obrazek 2. Orientace aragonitovych desti¢ek perleti zkoumanych mlzi zobrazena ve sférické

projekci.

Méreni mikromechanickych vlastnosti perleti mlz( bylo provadéno na stejnych vzorcich, u

kterych probéhlo jiz uréeni krystalografické textury perleti metodou elektronové difrakce zpétné

odrazenych elektrontd (EBSD) (Fryda a kol. 2010). Pro ucely této studie bylo provedeno nékolik

dalSich ovérovacich méreni metodou EBSD, nasledné byla vSechna méfeni nové zpracovana

(vylouceni vsech odlehlych hodnot a hodnot odpovidajicich dvojéaténi aragonitu podle {110}) a

byly vypocteny Woodcockovy parametry (Woodcock 1977; Woodcock a Naylor 1983). Analyzy

EBSD byly provedeny za pouZiti detektoru Nordlys pfipojeného ke skenovacimu elektronovému

mikroskopu CamScan. Na kazdém vzorku perleti bylo provedeno 1 000 az 8 000 v souradnicové

siti s rozestupem 10 - 15 um. Vzhledem k velikosti perletovych desticek (pfiblizné 15 um)

s

odpovidd polet méreni zhruba pocétu zmérenych perletovych desticek v kazdém vzorku

schranky. Méfeni byla provedena v reZimu ,Safe mode”, ktery v kazdém méfeném bodé provede

tfi zaznamy difrakénich vzor(Q a pouze pfi naprosté shodé vyhodnocenych orientaci provede

zaznam meéreni. Pro dalsi analyzu krystalografické textury perleti byla vybrana pouze méreni
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s nizkou hodnotou MAD (Mean Angular Deviation). Souborem programd HKL CHANNEL 5 byla
vypocitana orientace kazdé zmérené perletové desticky a ta byla vyjadrena tfemi Eulerovymi
uhly. Eulerovy uhly byly pfevedeny na krystalografické sméry softwarovym bali¢kem Skeble (viz
Fryda a kol. 2009). Vysledky texturnich analyz byly vyneseny ve stereografické projekci pro
krystalografické sméry [100] a [001] (Obr. 2). Data o orientaci jednotlivych krystalografickych os
aragonitovych desticek perleti byla pouzita k vypoctu dvou parametrd C a K podle metody
Woodcocka (1977) a zobrazena v Flinnové grafu (Flinn 1962). Parametr C uruje miru usporadani
a parametr K charakteristicky typ texturniho vzorce. Tyto parametry byly vyuZity k analyze
vztahu krystalografické textury perleti a studovanych mikromechanickych vlastnosti.

Pro uréeni mikromechanickych vlastnosti perleti, presnéji elastického modulu a
mikrotvrdosti, byla pouZita metoda nanoindentacni zkousky. Méreni byla provadéna za poufZiti
Berkovichova diamantového hrotu na zafizeni Hysitron IT 950 Tribolndenter kvazi-statickou
nanoindentaci. Topografie povrchu vzorkl sledované oblasti o velikosti 20 x 20 um byla nejprve
naskenovana pomoci in-situ SPM. Nasledné byla na naskenovaném snimku zvolena a oznacena
mista pro indexaci pomoci tzv. ,click skript” a aplikovana funkce piezo automatického madu,
ktera umisti indenty s chybou < 10 nm. U vSech experimentl byla tloustka testované vrstvy 1
Um a maximalni zatéZzovaci sila stanovena na 1 000 pN, ktera dle normy odpovidala hloubce
vpichu (hmax < 100 nm). ZatéZovaci funkce (zatéZovani, konstantni sila a odlehCovani) byly
stanoveny na 5 x 2 x 5 sekund. Na kazdém vzorku byly provedeny dvé série méreni, vidy 4 x 4
indenty, celkem tedy 32 indentl. Mezi obéma sériemi byl stolek se vzorkem otocen o 30°, aby
byl vyloucen ptipadny vliv anizotropie (Hrabankova a kol., v ptipravé). K vypoctu mikrotvrdosti
a elastického modulu byla pouZita metoda navrzena Oliverem a Pharrem (1992).

Vysledky

Tloustka jednotlivych desti¢ek perleti je pomérné malo variabilni u jednotlivych studovanych
jedincd a pohybuje se mezi 5—10 % (Tab. 2). Na druhou stranu tloustka desticek perleti je velice
rozdilnd mezi studovanymi druhy.

Tabulka 2. Priimérna tloustka desti¢ek perleti v um (pro kazdy vzorek je n=60).

Primérna tloustka Smérodatna
Vzorek Druh .
desticek (um) odchylka (um)

vz110 Nucula nucleus 0,80 0,06
vz101 Pinctada radiata 0,50 0,04
vz104 Modiolus barbatus 0,91 0,06
vz105 Mytilus galloprovincialis 1,25 0,09
vz106 Mytilus edulis 1,00 0,07
vz103 Mytilus edulis 0,83 0,06
vz116 Mytilus californianus 0,65 0,05
vz115 Brachidontes rostratus 0,67 0,05
vz108 Pinna nobilis 0,56 0,04
vz109 Pinna nobilis 0,43 0,03
vz121 Amblema plicata 0,59 0,04
vz122 Leptodea fragilis 2,22 0,16
vz123 Quadrula apiculata 1,36 0,10
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Z 32 nanoindentacnich méreni pro kazdy vzorek perleti bylo vidy vylou¢eno nékolik méreni
(1 - 4) z dGvodu vyskytu ,pop-in“ efektu na mérenych krivkach. Jednotlivé série méreni
elastického modulu a mikrotvrdosti po vylouceni odlehlych hodnot spliovaly kritérium
normality (Shapiro-Wilkav test, p > 0.05). Vysledky nanoindentacnich méreni u Zadného druhu
mlZe neprokazaly statisticky vyznamny rozdil (t-test, p > 0.05) mezi obéma sériemi méreni (2x
n=16) otocenymi o 30°, coZ je v souladu s predchozimi vysledky o nevyznamnosti vlivu
anizotropie pfi méfeni mikromechanickych vlastnosti perleti pouzitim Berkovichova
diamantového hrotu (Hrabankova a kol., v pfipravé). Vzhledem k témto skutecnostem byly
mikromechanické vlastnosti perleti u kazdého druhu charakterizovany hodnotami vypoctenymi
ze sloucenych dat obou serii (Tab. 3 a Obr. 3)

Tabulka 3. Vysledky méreni elastického modulu a mikrotvrdosti.

. Smér odchylka Elasticky Smér odchylka
Mikrotvrdost . .
Vzorek  Druh (GPa) mikrotvrdosti modul el. modulu
(GPa) (GPa) (GPa)
vz110 Nucula nucleus 6,25 0,16 89,17 1,23
vz101 Pinctada radiata 4,19 0,11 64,04 0,84
vz104 Modiolus barbatus 6,32 0,09 84,53 0,68
vz105 Mytilus galloprovincialis 5,99 0,11 81,75 0,77
vz106 Mytilus edulis 6,60 0,08 87,92 0,72
vz103 Mytilus edulis 5,56 0,10 70,30 0,63
vz116 Mytilus californianus 6,08 0,08 79,71 0,51
vz115 Brachidontes rostratus 5,30 0,07 70,22 0,42
vz108 Pinna nobilis 5,16 0,06 63,40 0,62
vz109 Pinna nobilis 4,75 0,06 68,27 0,51
vz121 Amblema plicata 5,47 0,06 74,07 0,35
vz122 Leptodea fragilis 6,74 0,11 89,61 0,76
vz123 Quadrula apiculata 5,21 0,07 70,75 0,47

Hodnoty nové prepocétenych Woodcockovych parametrl pro série méfeni orientace
jednotlivych aragonitovych desticek perleti (Obr. 2) se ve vSech pfipadech statisticky vyznamné
nelisi (t-test, p > 0.05) od predchoziho zpracovani (Fryda a kol. 2010). Uréenim orientace
libovolnych dvou os aragonitu je sice uréena pozice osy treti, ale jednotliva méreni (tj. jednotlivé
desticky aragonitu) jsou orientovany nezdvisle. Z tohoto divodu byly vypoéteny Woodcockovy
parametry K a C pro vSechny tfi kolmé krystalografické osy aragonitu (a, b a c), tj. pro
krystalografické sméry [100], [010], a [001] (Tab. 4).

Tabulka 4. Woodcockovy parametry C a K pro hlavni krystalografické osy aragonitu

Woodcockiiv parameter C

Vzorek Druh C [100]  std.d. C [010] std.d. C[001] std.d.

vz110 Nucula nucleus 3,921 0,015 4,057 0,017 4,885 0,001
vz101 Pinctada radiata 5,830 0,008 5,884 0,007 6,368 0,002
vz104 Modiolus barbatus 4,331 0,001 4,876 0,001 5,062 0,002
vz105 Mytilus galloprovincialis 3,512 0,025 4,198 0,05 4,329 0,002
vz106 Mytilus edulis 3,696 0,025 4,329 0,047 4,694 0,002
vz103 Mytilus edulis 5,290 0,072 5,764 0,116 5,831 0,003
vz116 Mytilus californianus 4,131 0,080 4,79 0,128 4,950 0,002
vz115 Brachidontes rostratus 5,229 0,002 6,207 0,004 5,743 0,002
vz108 Pinna nobilis 5,599 0,004 5,817 0,004 5,924 0,002
vz109 Pinna nobilis 5,366 0,001 5,798 0,001 5,773 0,001
vz121 Amblema plicata 4,963 0,004 6,432 0,016 6,223 0,003
vz122 Leptodea fragilis 2,964 0,030 3,418 0,047 3,833 0,005
vz123 Quadrula apiculata 5,379 0,002 5,729 0,010 5,670 0,158

112



Woodcockiiv parameter K

Vzorek Druh K [100] std.d. K [010] std.d. K[001] std.d.
vz110 Nucula nucleus 0,098 0,000 0,093 0,000 6,311 0,011
vz101 Pinctada radiata 4,096 0,031 4,005 0,032 11,3 0,064
vz104 Modiolus barbatus 34,202 0,300 8,239 0,020 4,462 0,007
vz105 Mytilus galloprovincialis 0,093 0,001 0,075 0,001 75,531 3,454
vz106 Mytilus edulis 0,055 0,000 0,048 0,001 15,231 0,120
vz103 Mytilus edulis 0,627 0,014 0,548 0,017 7,945 0,041
vz116 Mytilus californianus 0,109 0,004 0,096 0,004 15,064 0,130
vz115 Brachidontes rostratus 9,403 0,040 3,282 0,011 8,407 0,028
vz108 Pinna nobilis 7,033 0,041 5,403 0,026 11,889 0,072
vz109 Pinna nobilis 26,781 0,910 8,325 0,011 11,541 0,017
vz121 Amblema plicata 29,465 0,905 3,249 0,034 3,338 0,012
vz122 Leptodea fragilis 0,380 0,006 0,328 0,006 5,504 0,061
vz123 Quadrula apiculata 2,993 0,006 2,377 0,014 5,670 0,002
Diskuze

Variabilita elastického modulu a mikrotvrdosti

Vypoctené hodnoty elastického modulu a mikrotvrdosti perleti mlz{ jsou znacné variabilni
mezi jednotlivymi druhy (Obr. 3) a dokonce jsou statisticky vyznamné odlisSné mezi jedinci
stejného druhu z odlisSnych geografickych populaci Mytilus edulis: Severniho more (Oslo) x
pobFe?i u mésta Brighton (Anglie); Pinna nobilis: Sttedozemniho mote (Valencie, Spanélsko) x
pobfezi Jaderského more (Slovinsko). V obou pFipadech se studovani jedinci mirné lisi v tloustce
desticek perleti (Tab. 2) a vyznamné v krystalografické texture perleti (Tab. 4). Nicméné toto
zjisténi je zaloZeno pouze na porovnani velmi omezenych dat (tj. dva druhy a kazdy jen ze dvou
odlisnych populaci), proto je tfeba ho brat jako velmi predbézné. Dosud nebyla provedena Zzadna
studie, ktera by analyzovala variabilitu mikrostrukturnich a texturni parametr( perleti v jedné
populaci nebo v pribéhu ontogeneze u jedné schranky. Existujici modely rlstu perleti u mlzQ
(Checa a kol. 2006, 2008), jakoz i aktivita shodnych enzym Fidicich rist perleti (Marin a Luquet
2004; Marin a kol. 2008; Marie a kol. 2008, 2009), naznacuji uniformni mikrostrukturni a texturni
parametry perleti. Data této studie vSak naznacuji, Ze skutecnost je patrné mnohem
komplikovanéjsi.

Taxonomicka variabilita elastického modulu a mikrotvrdosti perleti je rovnéz znacna (Obr. 3).
Napfriklad variabilita hodnot elastického modulu a mikrotvrdosti perleti u zastupcl celedi
Mytilidae, zastoupené druhy rodd Modiolus, Mytilus a Brachidontes, se pohybuje v rozmezi
70 - 88 GPa pro elasticky modul a 5.3 - 6.6 GPa pro mikrotvrdost. Podobné je tomu i u Celedi
Unionidae, zastoupené 3 druhy rodl Amblema, Leptodea a Quadrula (Obr. 3). Prestoze
bylo studovano jen omezené mnozstvi mlzd (11 druhl z 5 ¢eledi), provedena studie naznacuje,
Ze mikromechanické vlastnosti perleti nejsou determinovany fylogenetickou pozici mlz{.

MozZnost studovat vliv Zivotniho prostfedi na hodnoty elastického modulu a mikrotvrdosti
perleti u takto nepocetného vybéru je znacné omezena. Nékteré hypotézy vSak mohou byt
testovany. Lze vyloucit hypotézu, Ze existuje vyznamny rozdil v hodnotach elastického modulu
a mikrotvrdosti perleti u morskych a sladkovodnich mlzi. Hodnoty elastického modulu a
mikrotvrdosti perleti u ¢eledi Unionidae, zastoupené sladkovodnimi druhy rodli Amblema,
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Leptodea a Quadrula, se pohybuji v rozmezi 70 - 90 GPa pro elasticky modul a 5.2 - 6.7 GPa pro
mikrotvrdost. Rozsah hodnot elastického modulu i mikrotvrdosti perleti téchto sladkovodnich
druh( je témér identicky s hodnotami zjisténymi u morskych zastupcl celedi Mytilidae (Obr. 3).
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Obrazek 3. Taxonomicka variabilita hodnot elastického modulu a mikrotvrdosti perleti mlzd.

Vztah mikromechanickych vlastnosti a mikrostruktury perleti

Studium perleti elektronovym mikroskopem (Obr. 1) potvrdilo, Ze perlet vSech zkoumanych
druhi patfi ke stejnému mikrostrukturnimu typu, tzv. vrstevnaté perleti (sheet nacre), coZ je
dosud jediny mikrostrukturni typ perleti znamy u mlz(i (Hedegaard a Wenk 1998; Chateigner a
kol. 2000; Fryda a kol. 2010). Je tfeba si ale uvédomit, Ze z mnoha tisicl Zijicich mlzd byla perlet
zkoumana jen u nékolika malo desitek druhl. Jedinym vyraznym parametrem, kterym se lisi

mikrostruktura perleti u studovanych druhd, je tloustka jednotlivych desticek perleti (Tab. 2
a Obr. 4).
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Obrazek 4. Zavislost hodnot elastického modulu a mikrotvrdosti na tloustce desti¢ek perleti.

Analyza odhalila statisticky vyznamnou korelaci mezi tloustkou aragonitovych desticek perleti
a hodnotami jak elastického modulu, tak i mikrotvrdosti (Spearmantv koeficient r = 0.71, p <
0.05, pro elasticky modul, r = 0.68, p < 0.05, pro mikrotvrdost). PfestoZe tato korelace neni velmi
tésna, je zfejmé, ze perlet mlzQ, ktefi maji silnéjsi desticky perleti, ma vétsi mikrotvrdost i
elasticky modul. Nicméné, hodnotami tloustky desti¢ek perleti mizeme vysvétlit jen zhruba
polovinu variability hodnot elastického modulu a mikrotvrdosti.
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Vztah mikromechanickych vlastnosti a krystalografické textury perleti

Tvar, velikost a usporadani jednotlivych aragonitovych desticek perleti (tj. mikrostruktura)
nejsou jedinymi vlastnostmi, kterymi mzZeme charakterizovat stavbu perleti. ProtoZze desticky
perleti jsou tvoreny krystalky aragonitu, lze analyzovat rovnéZz vzdjemnou orientaci
krystalografickych mftizek téchto krystalk( (tj. krystalografickou texturu). Zvazime-li orientaci
vidy jen jedné krystalografické osy u analyzovanych aragonitovych desticek, lze teoreticky
prostor moznych orientaci vymezit tfema krajnimi stavy, mezi kterymi se nachazi vSechny ostatni
moznosti. Prvni moznosti je naprosto nahodna orientace os, druhou moZnosti je naprosto
identicka orientace os a tfeti mozZnosti je ndhodna orientace os v jedné roviné. Z mérenych dat
promitnutych ve sferické projekci (Obr. 2) je zfejmé, Ze orientace krystalografickych os aragonitu
u zkoumanych vzork( perleti je blizka druhé a tfeti moznosti. U vSech zkoumanych vzork( jsou
c osy aragonitovych desticek (tj. krystalograficky smér [001]) témér paralelni a vidy kolmo k
povrchu schranky. Na druhou stranu u a osy aragonitovych desticek (tj. krystalograficky smér
[100]) se vyskytuji dvé krajni moZnosti a pfechody mezi nimi. Osy a aragonitovych destic¢ek jsou
bud’ orientovany shodné (tedy podobné jako osy c) a vytvareji jeden shluk (Obr. 2A), nebo jsou
nahodné orientovany v jedné roviné a vytvati prstenec (Obr. 2 C). V prvnim pfipadé, kdy vSechny
krystalografické osy aragonitovych desticek (tj. osy a, b a c) jsou zhruba rovnobézné, mizeme
krystalografickou texturu perleti oznacit jako “quazimonokrystalickou” (perlet je jakymsi
monokrystalem aragonitu sloZzenym ze stejné orientovanych desticek). V druhém pfipadé, kdy
krystalografické osy c (tj. krystalograficky smér [001]) vSech aragonitovych desticek jsou zhruba
rovnobézné, ale osy a (tedy i osy b) jsou nahodné orientovany v jedné roviné a vytvafi prstenec,
oznacujeme krystografickou texturu perleti jako “jednoosou”.

Pro potieby této studie byly vyse zminéné kvalitativni texturni vlastnosti perleti
kvantifikovany pomoci Woodcockovych parametr( K a C a zobrazeny v Flinnové diagramu (Flinn
1962). Parametry K a C nabyvaji hodnot z intervalu < 0, o), pficemz parametr K kvantitativné
charakterizuje prechod mezi stavem, kdy osy jsou usporadany do ,prstence” (K = 0), a stavem,
kdy osy jsou naprosto rovnobézné (K = ==). Naproti tomu parametr C kvantitativné charakterizuje
miru usporadani, od nahodilého usporaddni os (C = 0) po naprosto dokonalé usporadani (C = o).
U kazdé aragonitové desticky je urcenim orientace libovolnych dvou os aragonitu sice urcena
pozice osy treti, ale jednotlivd méreni (tj. jednotlivé desti¢ky aragonitu) jsou orientovany
nezavisle. Z tohoto dlvodu byly vypocteny hodnoty Woodcockovych parametrl K a C pro
vsechny hlavni krystalografické osy, tj. osu a, b a ¢ (Tab. 4).

Tabulka 5. Korelace mezi elastickym modulem (A) a mikrotvrdosti (B) a Woodcockovymi

parametry.

A El. modul aC cC bC ak bK K

El. Modul 0,000 0,000 0,000 0,068 0,017 0,396
aC -0,902
cC -0,838 Spearmaniiv korelacni koeficient (rs\p)
bC -0,840
ak -0,502 aC - parametr C osy a aK - parametr K osy a
bK -0,623 bC - parametr C osy b bK - parametr K osy b
cK -0,246 cK - parametr K osy ¢ cC - parametr C osy ¢
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B Mikrotvrdost aC cC bC ak bK K
Mikrotvrdost 0,000 0,001 0,001 0,076 0,023 0,497

aC -0,884

cC -0,803 Spearmaniiv korelacni koeficient (rs\p)

bC -0,783

ak -0,488 aC - parametr C osy a aK - parametr K osy a

bK -0,601 bC - parametr C osy b bK - parametr K osy b

cK -0,198 cK - parametr K osy ¢ cC - parametr C osy ¢

Vztah mikromechanickych vlastnosti a krystalografické textury perleti mzeme tedy
analyzovat posouzenim miry korelace mezi mikrotvrdosti a elastickym modulem na jedné
strané, a Sesti Woodcockovymi parametry (tj. parametry K a C pro krystalografické osy a, b a c).
Z dlvodu, Ze test normality téchto 8 proménnych zamitl normalitu u vSech parametr K
(Shapiro-WilkQiv test, p < 0.05), byl pro vypocCet miry korelace zvolen neparametricky
Spearmaniyv korelaéni koeficient (Tab. 5).

Vysledky analyzy jsou velmi prekvapivé, nebot ukazuji silnou korelaci mezi mikrotvrdosti a
elastickym modulem na jedné strané, a Woodcockovym parametrem C. Statisticky vyznamna
korelace mezi mikromechanickymi vlastnostmi a Woodcockovym parametrem K byla zjisténa
jen pro krystalografické osy b aragonitovych desti¢ek a to jak pro elasticky modul, tak i pro
mikrotvrdost. Obé dvé posuzované mikromechanické vlastnosti, mikrotvrdost a elasticky modul,
maji identicky vztah s Woodcockovymi parametry (Tab. 5). Velice prekvapivou skutec¢nosti je i
fakt, Zze korelace mezi mikromechanickymi vlastnostmi a Woodcockovymi parametry je
negativni. Jinymi slovy, vysledky korelacni analyzy naznacily, Ze hodnoty mikrotvrdosti a
elastickétho modulu jsou méné ovlivnény s tim, zda ma perlet jednoosou ¢di
quazimonokrystalickou texturu, ale souvisi s tim, jak dokonale je perlet uspofadana. Pouze
korelace mezi mikromechanickymi vlastnostmi a Woodcockovym parametrem K pro
krystografické osy b aragonitovych desticek je statisticky vyznamnad, coZ miZze souviset s faktem,
Ze v pripadé quazimonokrystalické textury (tj. tzv. usporadané perleti) je pravé osa b totozna se
smérem rlstu schranky (Carter 19903, b).

Fakt, Ze korelace mezi mikromechanickymi vlastnostmi a Woodcockovym parametrem C je
negativni, v podstaté znamen3, Ze perlet je tvrdsi a pruznéjsi, ¢im nedokonaleji jsou desticky
aragonitu usporadany. Skutecnost, Ze normalita obou mikromechanickych vlastnosti a tfi
Woodcoockovych parametri C nebyla odmitnuta (Shapiro-Wilkdv test, p > 0.05), umozZnuje
charakterizovat vazbu mezi témito veli¢inami i parametrickym Pearsonovym korela¢nim
koeficientem (Obr. 5). Tato analyza dokladd, Zze 75 — 86 % variability elastického modulu a 65 —
81 % variability mikrotvrdosti je mozno vysvétlit variabilitou Woodcockova parametru C.
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Obrazek 5. Korelace mezi mikrotvrdosti a elastickym modulem a Woodcockovymi parametry

Porovnani variability hodnot mikrotvrdosti a elastického modulu perleti mlz{i s hodnotami
anorganického aragonitu (Fryda a kol. 2010, Hrabankovd, v pripravé), ktery byl méren
v identickém sméru (tj. paralelné s osou c) a stejnou metodikou, ukazuje na neobvyklou
skutecnost. MIzi, ktefi maji méné usporadané aragonitové desticky perleti (tj. nizsi Woodcockiv
parametr C), maji tvrdsi a pruznéjsi perlet. Hodnoty mikrotvrdosti a elastického modulu perleti
u této skupiny mlzli se blizi hodnotam anorganického aragonitu [mikrotvrdost (6,7 GPa) a
elasticky modul (98 GPa), Hrabankova, v pfipravé]. Je zajimavé, Ze existujici data pro kalcitové
vrstvy mékkysich schranek dokazuji opacny trend. Naptiklad Hrabankova a kol. (2013) dolofzila,
Ze kalcitova vrstva patellogastropodl ma vyssi tvrdost a témér dvojndsobny elasticky modul, nez
anorganicky kalcit.

MIzi, ktefi maji jednoosou krystalografickou texturu (tj. aragonitové desticky perleti jsou
usporadané do prstence - maji niz$i Woodcoock(v parametr K), maji tvrdsi a pruznéjsi perlet,
nez mlzi s quazimonokrystalickou texturou perleti. Tato vazba je vSak podstatné volnéjsi, nez
vazba mezi hodnotami mikrotvrdosti a elastického modulu a Woodcoockova parametru C.

Prechozi analyza mikrotvrdosti a elastického modulu perleti mlza (Fryda a kol. 2013) naznadila
silnou vazbu mezi mikromechanickymi vlastnostmi perleti a jeji krystalografickou texturou. Do
studie vSak byly zahrnuty jen dva druhy mlzd, a tak nebylo moZno rozhodnout, ktery z
Wodcockovych parametrd ma rozhodujici vliv. Skuteénost, ze tvrdsi a pruznéjsi perlet se
vyskytuje u mlza s jednoosou texturou perleti, je velice zajimava i z hlediska fylogenetického.
Tento texturni typ perleti se vyskytuje u vsech tfid mékkysa s perletovou vrstvou, tj. u tfid
Monoplacophora, Gastropoda, Cephalopoda a Bivalvia (Hedegaard a Wenk 1998; Chateigner a
kol. 2000; Fryda a kol. 2010; Fryda 2012) a je povaZovan za primitivni stav. Je to rovnéz jediny
texturni typ perleti, ktery se vystykuje ve tfidach Monoplacophora a Gastropoda. Pfestoze dosud
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neexistuje mnoho dat o krystalografické texture perleti fosilnich mékkysd, existujici data
naznacuji extrémni ¢asovou stabilitu texturnich parametr( perleti. Byla napfiklad prokazana
existence perleti s jednoosou texturou u triasového vetigastropoda, coz dolozilo, Ze perlet
gastropodld se nezménila po vice nez 220 miliond let (Fryda a kol. 2009). Pfijmeme-li
fylogenetickou hypotézu, Ze jednoosa textura perleti je primitivni a quazimonokrystalova
odvozena, pak ale data této studie naznacuji, Ze primitivnéjsim stavem perleti mlz{ je jeji vétsi
tvrdost a pruznost, nez u perleti fylogeneticky mladsi. Toto je vSak opacny trend, nez by logicky
vyplyval ze skutecnosti vzristajiciho predacniho tlaku v morském ekosystému v priabéhu
paleozoika a mesozoika (napf. Vermeij 1977; Klug a kol. 2010). Nicméné, statisticky vyznamna
negativni korelace (viz Tab. 5) Woodcockova parametru C pro osu b a mikrostrukturnimi
vlastnostmi perleti je skutecnosti a vyZaduje dalsi zkoumani.

Dlavody neocekavané silné negativni korelace mezi mikromechanickymi vlastnostmi a
Woodcockovym parametrem C (viz Tab. 5 a Obr. 5), ktera dokaze vysvétlit 75 — 86 % variability
elastického modulu a 65 - 81 % variability mikrotvrdosti, jsou zatim nezndmé. Jednim z moznych
dlvodud by mohlo byt mnozstvi organické hmoty v perleti. Da se ocekavat, Ze pfi vzristu obsahu
organické hmoty v perleti by se uspofddani aragonitovych desticek méné fidilo
krystalografickymi zakony (viz model rlstu perleti — Checa a kol. 2006, 2008), a Woodcockuiv
parametr C by rostl a hodnoty mikrotvrdosti a elastického modulu by klesaly. Tuto a nékteré
dalsi pracovni hypotézy vsak bude nutno podrobit dalsim testim.

Shrnuti

Studium mikrotvrdosti a elastického modulu perleti mlz{ pfineslo nékolik novych a zasadnich
zjisténi, které jsou sumarizovany v nasledujicich bodech:

1) Mikrotvrdost a elasticky modul perleti u vSech zkoumanych mlzd (11 druh( z 5 Celedi a 4 rada)
je nizsi nez u anorganického monokrystalu aragonitu.

2) Neexistuje statisticky vyznamny rozdil hodnot elastického modulu a mikrotvrdosti perleti
mofskych a sladkovodnich mlz{.

3) Mikromechanické vlastnosti perleti nejsou pravdépodobné determinovany fylogenetickou
pozici mlzd.

4) Existuje statisticky vyznamna pozitivni korelace mezi tloustkou aragonitovych desti¢ek a
mikromechanickymi vlastnostmi perleti.

5) Existuje silna negativni korelace mezi hodnotami mikrotvrdosti a elastického modulu na jedné
strané a mirou usporadani aragonitovych desticek. Statisticky vyznamna, ale slabsi korelace
existuje mezi mikromechanickymi vlastnostmi a texturnim typem perleti. MlZi s jednoosou
texturou perleti maji tvrdsi a pruznéjsi perlet, nez mlzi s quazimonokrystalickou texturou perleti.

Pokud se dalSimi studiemi tyto zavéry potvrdi, pak bude mozno pomérné presné odhadovat
mikrotvrdost a elasticky modul perleti fosilnich mékkysa. Vlastni méreni mikromechanickych
vlastnosti perleti fosilnich mékkysa muze byt zkresleno absenci organické hmoty v perleti ¢i jeji
¢astec¢nou rekrystalizaci na stabilnéjsi kalcit. Krystalograficka textura aragonitovych desticek,
pokud se zachovaji (nejstarsi aragonitova perlet je cca 350 milion( let stard), se témito procesy
nezmeéni. Ziskali bychom tedy nastroj, jak zpétné pomérné presné kvantifikovat tvrdost a
pruznost perleti mékkysu Zijicich pfed stovkami milion( let.
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6 ZAVER
Disertacni prace ma stanoveny tti dilci cile:

i Urcit a porovnat elasticky modul a mikrotvrdost dvou odlisnych mikrostruktur, kalcitové

a aragonitové, u vybranych mékkyst Zijicich ve vyrazné odlisSnych fyzikalnich
podminkach.

ii. Urcit a porovnat elasticky modul a mikrotvrdost anorganického aragonitu a aragonitové
perleti mlz4 s odliSnou krystalografickou texturou a analyzovat vliv anizotropie
aragonitu na mérené mikromechanické veliciny.

iii. Urcit elasticky modul a mikrotvrdost perleti mlza z odlisSnych Zivotnich prostifedi a
analyzovat vztah mikromechanickych veli¢in k mikrostrukturnim a texturnim
parametrdm perleti.

DosazZeni téchto cill je doloZzeno textem kapitol 5.1, 5.2 a 5.3 a dvéma publikovanymi pracemi
a jednim dosud nepredloZzenym manuskriptem, ktery je soucdsti dizertacni prace. V nasledujici
Casti jsou shrnuty nejdaleZitéjsi vysledky a nové poznatky predloZené dizertacni prace:

A) V pripadé radu Patellogastropoda bylo doloZeno, Ze nejrozSifenéjsi aragonitova
mikrostruktura (crossed lamellar microstructure) ma statisticky vyznamné nizsi mikrotvrdost a
elasticky modul nezZ anorganicky aragonit (viz kapitola 5.1). Ke stejnému zavéru vedla i analyza
mikrotvrdosti a elastického modulu aragonitové perleti mlza (viz kapitola 5.3). Lamelarni
mikrostruktura a perlet jsou dvé nejrozsifenéjsi a pravdépodobné také nejprimitivnéjsi
mikrostruktury tvorené aragonitem. Naopak v pripadé kalcitu bylo doloZeno, Ze studovana
mikrostruktura (semifoliated microstructure) ma statisticky vyznamné vyssi mikrotvrdost a
elasticky modul neZ anorganicky kalcit (viz kapitola 5.1). Dosud publikovana data o mikrotvrdosti
a elastickém modulu mikrostruktur mékkysich schranek jsou znacné omezend, nejsou vsak
v rozporu s timto zavérem. PfedloZena studie o perleti mlz{i reprezentuje nejucelené;jsi soubor
dat, ktery byl dosud vytvoren. Pokud se dalsimi studiemi mikrostruktur schranek mékkysu
raznych trid potvrdi, Ze biokompozity (tj. mikrostruktury schranek) tvofené aragonitem maiji
nizsi mikrotvrdost a elasticky modul nez anorganicky aragonit, a obracené v pripadeé kalcitu, pak
bude tfeba hloubéji analyzovat pric¢iny tohoto makroevolué¢niho trendu v biomineralizaci
schranek. Tyto skutecnosti mohou byt pricinou vzniku slozitého biochemického mechanizmu,
ktery vedl ke schopnosti vytvaret kalcitové i aragonitové mikrostruktury soucasné v jedné
schrance, tak, jak to je doloZeno u fady specializovanych skupin mlzd (napf. u radu
Patellogastropoda, ktery se adaptoval na Zivot ve vodach s vysokou energii, tj. v pfilivoodlivové
z6né). PredloZzend dizertacni prace tedy prinesla nejen nové informace o mikrotvrdosti a
elastickém modulu nejbéznéjsSich mikrostruktur mékkysich schranek, ale umoznila vytvofit
zaklad testovatelné hypotézy o pficinach vzniku sloZitého biomineralizaéniho mechanismu
kmene mékkys(, do kterého patfi zhruba 20 % vSech Zijicich mnohobunécnych druh( v morském
ekosystému.

B) Bylo doloZeno, Ze extrémni hydrostaticky tlak ma pomérné maly vliv na mikrotvrdost a
elasticky modul zkoumanych kalcitovych i aragonitovych mikrostruktur mékkysich schranek.
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Tento predbéiny zavér je vsak tfeba potvrdit studiem i jinych mikrostruktur a vzorkd mékkysa
z jinych tfid. V pfipadé perleti mlzi nebyl zjistén jednoduchy vztah mezi mikrotvrdosti a
elastickym modulem perleti mlz{ Zijicich v morském a sladkovodnim prostredi. Rozsah hodnot
mikrotvrdosti a elastického modulu perleti sladkovodnich mlz{ je uvnitf intervalu hodnot pro
mofrské mlZze. Podobny zavér lze vyslovit pro vztah taxonomické pozice mlzi a hodnot
mikrotvrdosti a elastického modulu perleti. Oba pfedchozi zavéry je vSsak nutno ovéfit na
vzorcich mékkysa z jinych tfid. Byla zjisténa statisticky vyznamnd pozitivni korelace mezi
hodnotami mikrotvrdosti i elastického modulu perleti a tloustkou aragonitovych desticek
tvoficich perlet.

C) Hodnoty mikrotvrdosti a elastického modulu perleti mlzd jsou znacéné variabilni mezi rGznymi
druhy (zjisténé hodnoty se odlisuji v fadu desitek procent). Byla zjiSténa silna negativni korelace
mezi hodnotami mikrotvrdosti a elastického modulu na jedné strané, a mirou usporadani
aragonitovych desti¢ek perleti mlzd. Pokud se dalSimi studiemi tyto zavéry potvrdi, pak bude
mozno pomérné presné odhadovat hodnoty mikrotvrdosti a elastického modulu perleti fosilnich
mékkysa, které z divodu absence organické hmoty schranek neni mozno presné rekonstruovat
z primych méreni. Statisticky vyznamna, ale slabsi korelace byla zjisténa i mezi
mikromechanickymi vlastnostmi a texturnim typem perleti. MIZi s jednoosou texturou perleti
maji tvrdsi a pruznéjsi perlet, nez mlzi s quasimonokrystalickou texturou perleti. Pfijmeme-li
fylogenetickou hypotézu, Ze jednoosa textura perleti je primitivni a quasimonokrystalova
odvozena (pro coz svédci dosud veskerda zndma data — viz napt. Hedegaard a Wenk 1998;
Chateigner a kol. 2000; Fryda a kol. 2010; Fryda 2012), pak ale data této studie naznacuji, ze
primitivnéjSim stavem perleti mlzi je jeji vétsi tvrdost a pruznost a v pribéhu dalsi evoluce mlzi
se hodnoty téchto veli¢in sniZovaly. Toto je vSak opacny trend, nez by logicky vyplyval ze
skutecnosti vzrlstajictho predacniho tlaku v morském ekosystému v prlibéhu paleozoika a
mesozoika (napf. Vermeij 1977; Klug a kol. 2010).

D) Metodicky postup pro ucely studia mikromechanickych vlastnosti mékkysich schranek
vytvoreny a provéreny touto dizertacni praci Ize pouZit pro testovani novych vyse zminénych
hypotéz, ale i pro studium biomineralizace jinych skupin organism(, napf. brachiopodd, korall
a ¢lenovcll. Dodrzovani stejného metodického protokolu (tj. stejnych podminek méreni) umozni
porovnani mikromechanickych vlastnosti schranek mezi rznymi skupinami organismu. Absence
standardizovaného protokolu méfeni (tj. pouZziti rGznych tvarl indentord, odlisnych ¢asovych i
silovych schemat, etc.) je hlavnim dlvodem, pro¢ nelze pouZit jiz publikovanad data
k vzdjemnému porovndani hodnot riznych taxon(.
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