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����� �� �������
� ����
���3������ ���� ����� ��
 ����
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�����
����
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�������� ����
������ �� ��� ���� ����
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 ��� ����������� �� ��# ���
������� �
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�������� �
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� ��
��

��� 
����
��� *�� ������������ ��
������ �� ���%����
���&�� ������� !���������� ������
�� �������� ���� ," �
������ ��� ����� ������ ��
 ����
���&������ *��� ���� ������ �������� ��
�������� ��������� ��
����� �� ��� ���� ��
���� !-���
� ��."� *��
� �� ����� � ���������� #�����

����
���&����� ���
�� �� ��� 40 nm #��� ��� &���� �
 �� ��� ������
 ���
������� &���� �� ���
�������� +�
��� ��/ �

������ ��	
 	

������� �� ��� ����
�� ��
������ !2 − 4 nm ����(����" �� ��� �������� +�
���
*�� �������� +�
��� �$����� � ������
�� ��
����
� #��� ���
����
����� 67 nm ��
��� ��� � 0���
��
������� �� ��� ����� ������� �� 1������
��

)	2 �
����������� ������� �� ����
�� ����� ��� �� ������� �� ���
� #��� ��� ��
������ ��
����� 1 nm ����� ����� ������ ������ 2����
3� ������
� !Ca9(PO4"" ��4 "� 	��
������� �� �����
������
� ����� �� ����
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����� �
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��� ��
���� !�
���
�" ����
���&����� !< 10 ����" ��� � ��
��� �� ���# !�������
�" ����
���&�����
����� ��� Ca ������� 
������ ����
����� �5�� �. �

0����� ��� ���� ���
� ��� 
��� �� ��%������ ���
�$ �������� !89" �� �������
���&����� ������
���:��� �� �$������� ������������ 89� �
� ����
���� ������ !�������
; 20 − 200 nm"� #���� �
�
��� �< ��� ������%����
��� �� ����� !�� ��� ���� �� ���� ��
������� ���������� ����������� �

�
����������" �5� � ,� �� ���������� ���� ������ ����
�� 89� �
� ��
����� �� ������ ���%�����+�
��(����� ����������� �5=� 5� � #���� �� (��#� �� �� � (�� ��&��� �� ��� ���
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�����
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��
 ��� ��
������ �� )	2� 	������������ PPi ���� �� ��������
 �� ����
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���� ���
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� ���������� #��� ����
���&����� ������� �� ������ !��������%
��������" �55 ��� ��
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� ���� �������� �� �������
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����� ��� ���������� ������ ��� 1������� 
������� ������
 ���������� ���� ��� ������� �� ��"

����� ����
��� ���� ��� ����
���2�� ���
�� �� ����
 �������
����� !��������� ���
��� ��
 �
�
�� � ���� ����������� ��� �������� K ����� �
� ������� ���
������ �� ����������� ����� ���
���� ��
��� ���� 
���
����� �� ������ ��� ����
�� ��� �
����� ����� 
����������� &'�)� -��"
���������� ��� 	��� 3���������� ��� -�������� 4 ������ �� ��� ���������� �����
�� ��������
�� ��������� ����� ���� �� ��� �� 
������ Ca ���� �� ������ ��
 ��������� &56)� 7� ���� ������ ��
��� ���� ��������� ���� ��� ������ ��2� ��� ���� ��� ���������� �������
 ��
� ���
����� �� ����
������ 
����� ���� ��
 � ���
� �
� ��
� ������� ���
� ���������� ���%�
 ��
�������
 ���
��
�������� ����� �� 
��������� ���������� ���� ���������� ���������� ����
���� ���� �� 
���
� ���
������� ���� ���
�� �� ����
 ���� ��
����� &�5� '�� '5� '8)� *��� �� ��� ���������� ��� �����"
���� ������� ������� ��
 ���� � ����
 ��
����� �� ��� ����� ����� 60 % �� ��� ���� ���
�� �
�
�� 1 μm �������� �
 ���� �� ��� ���� ���������� �
 ��������� ������ &'6)� 9��� ��� �����
 
�����
�� �� ��������� ����
 ��
���� �� ����� 1200 m2 ��
 �� ����� ����� ����������� ���� ��
����������� ��������� �� ��� ����������� 9��� �� ����� 100 ����� ��
��
 ���� ��� ���� ��
����
��������� �� ����������� ��� ����������� &':)� -����1������� ���� ����� �������� ������� ��
���������� ���������� +�� ��� ��������� �� 0.1 nm/ ����� ���� � �����;���� ������ �� ��
��"
������� �������� ��� ������ &8)�
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� �
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�� ��1�
��� �
��� �� �����
�� ���
��� 23�������4 2.���
� ��54� ����!
���� ���
��� �������� 6�������� ,�7���
��� 3������� 2LaB64 �
 3��� �������� ��������
�
� ���� ����� ���� �����
��� "�
���� �
���
���� �� ��
�� �� ���� ������

 �����
�� ��

��� 
���� ��������
 �������� ��� 3������� ������ ��� �������� ���
��� ������� �� ��� 3
�� 3������
�
�� ������� ��
 �89 ��� �� ����� ���� ��� �� ��� ��� ����� ��� ������� �������� ��

���� 	�
��� ���� "������ ����
����� ��� 
����� �� �����
�� �������� �� ��� �� ���� �� ���� ��� ��������
��

��� ��� ��� ����� ���� ��� �� ��� �� �� �������� ��� �
����� �������� 
������ �
�� 40 ��
100 ���
� ��� ��� ����� �
� ��� �����
�� �� ����
 ������� �
��� '(: ((*�

����� �� ��� �
� 3������ �
��� �
� 3��� �������� �����
�� ���� ���� �� �������� ��� �����
������ ���� ��
������ �� 
����� ��� ��
� �������� �� ��� �����
���� ����� 3������� �7����� �
���
� ��� ���� � �������
 �� 100 nm �
 ���� �
�"����� ���� 3��� ��
������ ���� �������� ����
��� ���� ��3��� ���� �� �����
�� �������� ����� �� � ����� ����� ���� ������� � ���� ��
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������
 �� ����� 105 A/cm2 2�������� ���
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�
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 ��� ��"�
���� ���� ���
����
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� ������� �
 ���
����� "�����

����
������ ��� 3������� ����� �� ������� ����
��� ��� 
�����������

	��
��� &������
 ���� ;<



� ����� �� ��� 	
� ���� ��
����� ���
����
������� ���������� �� ���� ������

	���
 ��� �����
�� ���
������ �� ��� �������� ��� ���� �� ������ ��
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���
�����
�� ��� �������� ������ ��� ����� ��
 ���� �� ������ ���� !�
��� ����
���� �� ��� ����
��
�
���
���� �� ��� "��� �����
�� �
���� #�����
� �� ���
��
� $���� �
�!���� �� ��%������� ����&
�
�� ��

���� $���� ��� �� "��&����� �
 !�

��� ��� !������ �� ��� ���
����
 �������� ���
���� !������ ���� ���$��� 5 ��� 30 kV ��
 ���� ������������ ��� ���� �� ������ $��� 
������
�� ��� ����
�� ����� ����
���� �������� !������ ���
�
 ���������� ��� ����
���� ���� �������

�������� �����
�� ���
������� �
� ������
 ���
���� �� !������ '�������� �� ��� �������
�
�� ���
� ���� !����� (�
���� 10−10 mbar) �� ��� ��� ������
 ��
 �� ������ $���� ����
!����� (10−6 mbar) �� ���� ����� ���
��
���� ��
 ��� �
���� !������ ����������� �
�����
���� ����$ �����
������ �� ��!�
�������� ���������� �� ��� ������ ������
�
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���* �������
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��� �� ��� ������ (6���
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�����
�� �������
� �
� �������� �� ������� ��� ��$&���
�
 �����
���� $���� ������ ��� ������
����
 ��������� ������
��� ���� �
�!����� ����
������ �� ��� ��
���� �������
� 	����������
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���
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�
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�� ������ �� ��� ��
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�
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�

6���������� 5��$����� �� ��� ��
���� �� ��� �����
�� & �����
 ����
������� �� �
����� �� �
��

�� ����
�
�� ��� �������� �����
���� ��� �����
��������� ������� (6���
� ��.)� 6���
� ��:
���$� � ;���� ��
�� ���������� $��� ��
�����
�� ������
 �� ��
 �����
����� ����� (20 kV

���� <= 	��
��� ,������




� ����� �� ��� 	
� ���� ��
����� ���
����
������� ���������� �� ���� ������

������ ��	
 ����� �� ��� ������ ������
 ��
� ����� ���
� �� � ! "#��
$�����% &�
���
'�
��� ���$������
�( �����
�� (������
 �� �����(
�� � 
��) (���)� ����* ��� ���� ����� *���� ���
���
)
 (����
���� +,
�
 (������
 ��( �����(�


�����
�� (������
 �
� ������( ����
���
�

������ ���
 #��
���* �� ��� ���)���) ��)���� �����( �
 �
���

 �����
�� "� ' �����
(,
���� �� �� ����((�( ���� ������� -�)�,���
)
 ���$������
�( �����
��� "BE'% ��*,���
)

�����(�

 �����
��� "SE'% �� *��� �� +,
�
� ��( �����(������������� 
�(������ "�.' ��� ��
(������( �� ���
����
��� ������ ����������� ��( ������)
� /��
����( �
�� /���
���� 01�2
*��� ��
������� �
�� ���� /����)�
�

	�(
��� /����)�
 ��)� 34



� ����� �� ��� 	
� ���� ��
����� ���
����
������� ���������� �� ���� ������

������
����� �������� ��������� ��
��� ����
��� � !���� ��� ����
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�
���" 10 nm� BEs ���� ����#� �
�� "��#�
 ����$ ��� ���#�� ��
����� #
���"��� � "��������
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 ����
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�
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����
������ ���������� �� ��� ��
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 ��" ���� ��� �����������
�� ��� $�
 �� ��� ���#�� ��
����� &�
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!��� ����� ���� �����
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���� �� ��� �� ���� ��
 ��� ���
����
������� ��� �����
���� "��� ����
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������� �� ���� �
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������ ���� 25.30 w%Ca
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1.)Δj = 0,+1,−1
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������� �
��
	(� �� ������� ))��

������ �� � ��������
����*� '�
+ ����
� ���� �����,�����
 �� ��� ����
�������� �� ��������
���� ��� �
���������� �� ��� �
����� ��� ����
�� ������������ ��  ����
(� ����
��� �� ��
�
 ���
������� �� ����
� �� � �*�+ !���� �����
�����
 ��-�� ��� �� �����
�
��������� 
�������� .ΔE = Ei − Ef = hν/ ������� ����
 *� 
������� �
��������� �� ���
��
���0� ����������

������ ��	�� (�����
����� �� ��������
 ���
�
 � ��
����� '��� � �
���

 ����
 ���
�
 EP 1
������� '��� �� ����� ��� ���
�
 Ep 2 E2 − E1 ��*� ��� � ����
 �� �3���� ��� �������� �� �
�����
 ���
�
 ������ !��
����� �
�� !���
���� "#$4& '��� ��
������� �
�� 5���*��
�

��� �3�������� �� �
������� *� 
������� ������ ���  � ����
� �� ����������
 �� ���� �� !���
�
���� "#$4&� 	� �3��
��� �����
��������� ,��� .E+ �������� ����
  ���/ ������� � ������
������ .μ/ ����
���� �� ��
���� μ = αE '��� α ��������� ��� ����
��� ����
� �����  ���
E ��� α ��� *�

 �� ����+ ��� ��������� �� ��� 
�������� ������ ������ �� ���� ��-��
 ���
��������  �� ��������� ��� �� ��� ����
�������� �� ����� �'� ����������� ��������� ��� ����
���������
 �� ��� 
�������� μ ���� ��� �����
���������� ���������� �
�*���� �� ������
���*�
����
������ �� !�
�����+ ���-�� ��� ��������-�� ������
�� 
�������� �� ���'� �� 6���
� ��#4�

���� �� 	��
��� !������
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������ ��	
� ������
����� �� ������ ���
����������� ������
���� νL ������� ��� � �
�������� �
������
 !��"�
� �

�"�# "����
��� ��"�"�
� �

�"� 
��
����� ��� �����
��
�� ������ ���
�
$ "���� 
�%���� ���
������� ��
 &�
����� ������
���� '�����
����� �������� (�
���� ������� &��
�����
�
�% &���
���� )*+,- "��� ��
%������
�
�% .���(��
�

��
�������� �����

��� (�/
������� �
������
 �� ��� %������� ν ��� � �����/�� ����������� %�������
 ������ %��
%��� !"���� �� ��� �������� �� ���� ��%��� ����
������# �
� ��0�
��� ��
 (�
���� %���������
��� 
�������� ���
�
 ��(��� Ei ��� Ef ��� �����������
 ���� ��� �
�������� ���
���� /��"���
����� ��(��� !ΔE = Ei − Ef # �
� ���
����
����� ��
 ��� %������� ��%���������
'�� �� ��� �������
������ %��� �/�(�$ ��� ����
��� �� ��� ������ &�%�� �����
�% �
�(����
����
%����� �� ��� �
����� (�/
������� ���
�
 ������ ��� ���
���
� �� ��� %�������� �
�����
�� ��� ��%���� ��� ��%/�
 �� �����/�� (�/
������� %���� �� � %������� �� ������ �� ��� ���
���
�� �
����% !n# ��� �%����� �� 3n − 6 %���� ��
 ���������
 %�������� !���� H2O# ��� ��
3n− 5 ��
 �����
 %�������� !���� �� CO2#� 1�� ��� �� ����� (�/
������ ��� /� �/��
(�� �� ���
&�%�� �����
�%$ /�� ���
���
� ��� ����
��� �� ��� �/��
����� �����
�% �� ��� �
�%�

 /��%
�
�(���� ��%���%����

 ����
%����� �� ���� �� ���
�
�� �����
�����
� �� ����
��$ �
%%��
��
�
 �������� (�/
������ �� ��������
 �
���� ��� /� ������� /
 &�%�� "���� ��
%%��
�� �

������������ (�/
������ �� ����
 �
���� �
� %��� �����
 ������� /
 ���
�
�� �����
�����
 )*+,-�

&�%�� �����
� ������� �� ����� �� �����
 !����������� ������
���# ��� ��"�
 !������ ������
�
���# "�(�������� ��%��
�� �� ��� ����
��� !&�
�����# ������
�� �
�%�

 /��% �� ������
����
�� 2���
� ��*3� &�
����� ������
��� �� %��� �
�/�/�� !�/��� � �����
 10−3 �%����
 ���� ���
� �������� ��������
# "���� ���� �����
 �� �/��� 10−6 ��
 &�%�� ������
���� 4�����
$ �����
�� ��� ������ �����
�% �
� %�
� ������� ��%��
�� �� ��� ����������� 
�����$ /�� ��� � ���

���� ������� �� ��� ���������� �� ���
%���
 � ����� ������ ��� ���� �� ��� ��%��
���
�� 	
��������� ����
������ �� ��� &�%�� ������
��� �
����� ��� /� ����� �� )*+,- ��� )*+3-�

	��
��� &������
 ���� �5
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������ ��	
� ��� ��������� ������ ����� ��� ������� ������ ������ μ ������ �
 ��� ���
��
��� �����
��� ����� !��� "�#$ ��� ������� %�
������ �� ��� ����
��������
 α "�#$ ��� ����

����
�������� "�#� &� "�# ��� ����
�������� �� �����
 ���������� �
� �����$ �������� ��� %��
�
����� ���� ����
 ��
�� 
���%��� ����������� '��
����� �
�� '���
���� ()*+, ���� ��
�������
�
�� -���%��
�

��
� �����������

��� ��������
 �� � ���. �� ��� '���� �����
�� �� �
���
������ �� ��� �����
 �� ��� ��

��
������� %��
������� ������ /����$ ��������
 ��0�
����� �� � ��
���� ���. �
�� ������� ��0�
�
��� ��������� �
 ������� ��

����� ���� �������
����� �� ��� �����
 �� ����
������ ������ �$
���� ������� � ���������������%� ����
���� 1�
�%�� ����������%� ����
������ �� ��� �
������
�� ��
���� ��������� �� ���� ��
� �����������$ ������� �%�

 %��
������� ���� ��� ��� ���
�
����
����� '���� �����
$ ����� �� ���.�� ���� ��� 
���� ��� ��� ����
������� �� ��� �������
�������� '���� �����
� �� �� �� ����!�� �
 ����
 �������� ��%�
������$ ���� ��.�� ����

 ���
�� ����
������� ��2����� ��� '���� ������
�� ��������
 Is ��  �%�� �
 3�
���� ��4 �� �
��� �� �
 �������� ��������� �
� ��.�� ���� ������� ()*5,�

Is = I0

∣∣∣	lg′α′	lg
∣∣∣
2

��� Is = I0
∑∣∣∣	lg′α′	lg

∣∣∣
2

"��4#

lg ��� lg′ �
� ��� ��
������ ������� �� �������� ��� ������
�� ���� 
�������%��
 "g ��� g′ �� �
���
 ��� ����
�������#$ ��� α′ �� ��� '���� �����
 �� � ��
���� %��
������ 3� �
� ��)5 �����
� �
����� '���� �����
�� ��
 �����

	� ���� ��
 ��� ������� �� ���� ������ ��� ��%�������� �� �������� '���� ���
� �����
�����

����������� �� � ����
�� 
��������� "< 5 μm#$ �������� �� ��� ���� ������� 3�
 ��
���
 ����
�
������ ��� '���
���� ()*6,� ���� ����� �����
�� ��� ����������� ���� ����
 ��������
����%�
�������. ������� ��.� �������� ����
 ������� ���
�����
 "�7�8#$ ���.������
�� �����
��
���
�����
$ ���
 
 �����
��%� 9�
�
 ����
���$ ���������������� ��� ����
�� -��������
 ���
��������� � 
������ ��
 '���� �����
������ ������� :��
������ ������ �� ���
������ ��
������
 ��)�� ������  
��� ������������� ��
 �� ��%����� ����
�
������� ���� �����
�� ���
���� ������ � � �� ��0�
��� �������� ������ ��� mineral/matrix 
���� �� ��������� �����$
���� ��
�����
� ���.�� �� �
���� �
����$ 7�����$ �88	$ ��� ����
 ��� �� �������� ()*;,�

��� ����������	��
 �
���

��� mineral/matrix ���. �
�� 
���� �� �
�������
 ���� �� ���
����
��� ���
�� ����
����������

�� � �4 	��
��� '���� �
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������ ��	
� ������� �� � �
����� ����� �����
�� �������� �� ����
������ ���� �������
��� � 
������ �� ��� ����
�� ����� !PO4" ��� ��� �
#���� ���
�� !amide" �
� �������� ���
CO3 ��� �� ��� �� �� ��
����� �������������

��� ��

������� �� ���� ��
�����
 $��� ��� ���% ������� �� �� ��� ����� �� � 
������
 ���&
������ ����
 ��
��
��� �� ��� �
��� �� ���� ������ !'()*+ ������
 (�,"� -����+ �� �� 
���������
�� ��.� � �����
 ��� �� ��� ����
� �� ���� ��
�����
�

��� ��
� mineral/matrix ������� ��� 
���� �� ����#
���� ��� �
��� ����
 ����� ��� �
������ �
 � .��
������� ���� �� ��� PO4 #
��� �� � ��� ν1PO4 ��� �� � $�.����#� ��
961 cm−1" �
 ν2PO4 ! 430 cm−1" �
 !ν4PO4 589 cm−1" ��� ��� �� ��� ����� ����� 
��
�&
������# ��� �
#���� ���
�� !amideI !1620 − 1700 cm−1" �
 amideIII ! 1240 − 1320 cm−1""
',/*� -����+ mineral/matrix �� � ��
�����
 �
�������
 ���� �� ���
����
��� ���
�� ���&
�
��������� ��� �� ����
��� ����
������ �� ���� ����
��� ������
 ',,0+ 1�+ ,,,+ ,,�*� 	��� �
����������� �� ����� ���
� �����
�����
 ��� 2��
������� ���
�����
 $�� ����������� ��
����� �����
����� ������ ���$��� 2��
������ ������ �� ���
������ �� ������
 ��,��+ �
�.��&
��# ��
���������� ��
 ������ �#� ��� ���� ����$��# ��
� �
����� ����
�
������� ����������� ��
���� ��
��.�
 '//+ /3+ /)+ ,,3*�

%� �
�.���� ������� ��� �
��������� ���������
 �� ��� ��� � ��

��������# �� ��� PO4 #
����
$�� ����
��� �
�����������
 �� ����� �������� ����� %� $�� ���$� ���� ��� ��� ��������
+
��

��������# �� ��� ν1PO4 ��
������# .��
�����+ ��
��#�
 ������� �� ��� �
��������� �� ���
���� �������� ��� ���
���
� �� ��� ���#����� �� ��� �����#�� 4�
���� %� ����
��� �� �
���������
���������
 $�� ����
.�� $��� ��������# ��� ν2PO4 ��� ��� ν4PO4 ��� � ',,(*�

����� ��� �
��������� ��
� �� PO4 �� ����� �� -	� �

�����+ ��� ��������
 �� ��� ��

������&

	��
��� �����#�
 ��#� �/
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��� ����� �� ������ �� ��� ������ �� �	� �
����� �� ��� �����
����� ������� 	������
����
� ���������� ����� !� ��� �� �
�� � ��
!������� "��� CO3 �
���� ��!������� PO4�
���� �� �#������ ��
 �!��� 2− 5 % �� �	� �
����� �� ����� !��� $%%&'�

��� amideI ��� amideIII ����� ��� !� ���� �� ���
����
��� ��� �������� ���
�#� ��� amideI
���� �� ���������� "��� ��� C = O ���!�� !������ (�
����� �� ��� ������� �
���� �� ��������
��� ����
 �
����� ������������) ��� �������� �����
 ��
������� �� ��� ��
!��
� �
��� $%*'� 	�+
��
���� �� ��� �
��������� ���������
 ���� ��!
����� �,�
� ��� �!����
 �� ����
 ��� ���������
�� ��� �������� -!
��� !
 ����� � �����
 ����
���� �#�������� !���� .� ����
��� �� ���� ���
amideIII ���� �� ������ !
 � ��
������� ��!
����� �� ��� C−N �� ���!������� "��� � N −H
!������ ��!
����� �� � ������� �
���� /������� ����
������� ����
�!������ �� ��
���������

��� ��
����� ���������� �� ��� amideIII ���� 
���� �� �
��������� ����������� 
������ "���
����
���� ��� "���� ���� $%%0'� 	� ���� ��
 ��
 ����
 ���� �����
�� 
����� ��� !� ���� �� ��
��1����� �
�� ��� �������� ��������� �� ��� ����
���

.� ����
�� ��� ��������
 �� ��� 2���� ����� �� ��

������ "��� ��� ���!�
 �� ��!
������� �����
(�� ��
 ���� �����
 PO4 �
 C −N  N −H �
����) �� ��� �����
����� ������� 3����
� ����
�
��������� ���������
 ���
�# �,���� ������������
 �� ������ ����������� 1���������� ��
����
 ��������
 �
 "��������� ��� �����"� �������
 ���
����
������ ���������� � ������������
����
���� 	����������
 �� ��������� �!��� ��� ���������� �� ��� 2����+�����
� (����
�!���
��� 
������� �� � ��
���� ��!
������� ����) �� ��� �
������ ��� 2����+�����
 �� ��� amideI
!��� �� "��� ���������� ��
 ��� �
��� ������� �
��� �� �� ����
���� ������ �

���� ���
���
� �� �������� ���� �� ��
��
 ������� "��� ��� ������� �
��� �� ����
��
���� "����� �
���� ����� ����# �� �
����� �� �������� $%%*'� ���!�� �� ��� ���� ������������ ��� 2����
�����
 ��
 ��� amideIII ��!
����� ����� �� ����
���� ������ �

���� $%%*' !�� �� ��� !���
�� ��
 ���"����� ���
� �
� �� ��
���
 ������� �� ��� �
�����
�!����
 �� ���
�������� �� ���

����
 �� ��� �������� ���
�# �� !���� �����
���� ��� ����
�� ����� ���
� "�� �� ���
��
����
������������� �� ��� PO4 2���� �����
 ����� �� ��� ����
���
�� 	���
���� �� ��� ������#��

�� � ������������ ����
��� ���� �
�� 
����� �
� ��
� �����!�� �� ���
����
��� ��� �����
� !���
�������� ����� ��
 ��
 ������� ��� �
��������� ����������� ν2PO4/amideIII �����
����
���� �
�� 
���� (mineral/matrix) "�� ����� ��� �������
������ ���� �!��� ���-
� ����
��� ����
��4���
�# 
���� �
������ � 
�!��� �
���������+����������� ��
�����
 "��� �����
��� ν2PO4/amideIII !���� ���
����
����� !��� ����
��������� "��� � 
��������� �� �!���
< 5 μm "��� ����� �� � ���
� �����
����

 �������

����� ������	
 �	�
� ��	����� ���������� ������ ��
��	��
���	�


� ���
 �	��

�

��� ���
�������� �� 1��
���
���� �� ���
����
��� !��� ����
��� �,�
�� ��" �����!������� ��
���� �
������� �������
������
�� ��
�����
� �� ��
���
 ����!������ �� � ��
�� ���!�
 �� ��!+
�
���
��� ��
 
������+����
���� 2������
 ��������� ������������ �#���� ����� ������
� ����
���
������� ���� ����"��� ������� �� ��
�� ����������� ��
����
�� �
 �� ���� ��� �� ��� 1��+

������ ������ �� �
���-�� �����
����� 
������ ��
 ����
 �������� 5���
� �6�5 �
�����
�
����� �
��� ���������� �� ��
�� �� ����� ����
��� ��� ������� 
��������� �����
�� �� ���+

���� �* 	��
��� 2������




� ����� �� ��� 	
� ���� ��
����� ���
����
������� ���������� �� ���� ������

��������� ���
������ ���
�������� ����
�

 �� ������������ ���
�������� ����� ������� ���
����
� ���� �� �
��� �������!��� �� ��!�� ���
���� ��� � �������� ����� ����
�� � ��"��� ���#
��
����� ������ �� x� y ��� z ��
�������

������ ��	
� $�����
����� �� ��� %��� ���� �� � �������� ����
 �������! ���
������& '() "���

'�) �%*������� '+) ���#��#����� ��
�
� ',) ��#����� ��
�
� '-) %��� �������
� '.) �������
� '/)
�������0 1��
����� �
�� 1���
���� 2((/3 ���� ��
������� �
�� ��
��!�
#4�
��! 5�%6�

��
���
�� �����

7�!�
� ��(8 ������
���� ��� %��� ���� �� � �9�:� ��� %���#�������
 '-) ��� %� ����!��� ��
� ������ ���� 
�������� ��

�
 �
 � �������!�� ��������� ��

�
 ���������! ������������ ���
��������� �
���
����� ��� �%*������ ���� ������� ��� %��� �� ��� ������� 	���
���! �� ���
�������� ������ ��� ������� ��!��� �� !����� %��; �� ��� %��� �������
 ��� ��
���
 ������� ����
� �����< ���� �� � ������� ����� '/)� ��� �����
����� ����� �� �<������ �� � ��
� ���� ���
����� ����� �� ��� ������� 
��
������ ��� ����
�� ����� ����� �� ��� ������ ',)� ����� ��!����
���� �
�!����� �
�� ������ 
�!���� %���� �
 �%��� '+) ��� ����� ����� �
� �
�*����� �� �
���
�� �
 %����� ��� ������� ������ �����������
� ��� ������� ���� ��"��� ��� ����
������ ������
��� ���� ��� �
�!�� �� ��� ��
������ 
�������� ���� �� ��
���
 �
������� �� ��� �������
� $�
� �9�: ������
 ��� �
 ��
� ��������������
� �
� ���� �� �������
� �<��%����! �� �������%��
����������
 '�%��� 40 % ������� �=�����
)� ��!� �����
��� �
�������! ����%������� ��� ���
�#
��
� !��� ��!��� �� ����� 
������2((/3

����������

�� "�� ��� ������� ����
����� %������ ��!� ������� 
��������� ��� ��!��� �� ����� 
�����
%������ ������! ����
 ��������
 ��� �������
 !��� '�����!� ������� �� ��� ��������������
)� ���
��*������� �� ��� ������� ���� �� �
����� �� �������� ��� ����
�� 
��������� �� ��"��� �� ���
�������� �������� %������ ��� ������� ���� ����� ������ �������
��! ���� �� ����
��� �%*�����

	��
��� 1����!�
 ��!� �/



� ����� �� ��� 	
� ���� ��
����� ���
����
������� ���������� �� ���� ������

������ ��	
� ��������

�����
� ����
 ���
�������
��� 	�

 � ������� �������
���� ��� ����
������� �� ���
 
�� !���!�!" ���� ��#���
� ��!�
�!��� ���$���
��������
 ��� 
����������
%��
����� �
�! %���
����
&��'( $��� ��
!������ �
�!
)���#��
�

*���
�� �!��� ���

��� ��� �� ���
������ ��� ��#�
 �� ����
 �#������ ���� ��� �!��� �� �
��
���� ����� �� ��� ��!��� ��

������� �� � ���� $��� � ��
���� 
����� �� ��� ������� �����"
��� ��+������ 	�

 ����" �
 !�
� �,����
 ��� 	�

 �����
� �� ��
���
 �
��
� �� ��������
 !�,�!�
�
� ��-�� ���� ������� ./���
� ���01� ��� 	�

 ���� �������� ����� 97 % �� ��� ����� �����
$���� ���  
�� ���� �������� $��� 1.7 % ��� !�2�
��
 �� ��� 
�!������ ��������
� �����������
"

���
���� ��� 
��������� #�� ��������
 �����" ��
 !��� ����� �� !�-�� ����� �� ��� ��� ������� ��
� $�
 ���� ��  �� ��� 	�

 ���- $���� �����
 �
��
 !�,�!� �
� �,������ �� ��� ���! ����� 	�
� !����
 �� ���� �� �� ��� �������� �� !�-� �����!���� �� ��� ����� �� ��2���� �!����
 ���� ���
	�

 ���-" ��� ���� ��� ���� 
����� r ����
!���� ��� �!������ �������� ��
 �������������� �$�
��2���� ��� ���� �� ���� ��� ����
�� 
���������� /�
!��� ��3 �� � 
����� �� �� ����!����� ��

��� 	�

 
����� ��
 �������� !��
�����
� λ ������� ��� 4��
������� $�#�������� ��� �������
����� φ ��� ��� 
��
������ ����, �� ��� ����� n 
���
 �� ��� ��2����#� ��
�!���
� ��� ��� ��
��!!�
���� �� ��� ��!�
���� ���
��
� .5	1� 6�������� �� ��� ��!�
���� ���
��
�" $��� ����
������
 ������ ����� 20− 25 % �� ��� �!����� ������� ��� �� ����������

rconfocal = 0.4 · λ · (sin(ϕ) · n) = 0.4 · λ
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�������� ���� � � �!"#$ �
��	� ������ ���
�� %��� �&�� �	 70 % ��
�	�� ����������� ����� ����
������	 %
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��	 ������� %��� ���'�	 �≈ −20�C� ��� ������� �	� �
� �	 70 % ��
�	��
������ �� ������ ����������	$

����� �� �
� �������	� ������
��� %���� %�� ����(�� �� � ��
�������	 ������ �� 70 % � 80
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�	�� �	� �����
�� ��� %�� ����(�� �� �
���	� �
� ��
������� ������
�	 �����	� �(�� 	��
�$ )� ������� � *
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��� .�$/�
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�� ���	�$ .
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����� �
��	� �����
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��	���� �� �
� ��������
�� ���� ���� ������� ��� *�����	�� ��"� �2� � #�$
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�
��� )������ /�4�
5�
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� �
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��
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�	� 
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 �������� 4�� �	���� ��������	�
 (��� ��������
 �	 �����
�	�� (��� ��� �(�

 ��
����
��( ��� �	���� ���������	 �	
�� ��� ��	���� �� ��� =�
��'���
� >�	��	�� -�����	��� ?@�� 
�(��<����	
� ��� ���� �������
 �	 ���� A���������� 
����� �����
 �� 
������	���
 �	B�����	�
;���� �� 
����C�� �� ��� �	����
 A����������
 (��� � ���� �@	��� �� 3�
����������� �34;�
(��� �	B����
 ��� ���� ����
 �� 
�C	�
 ����'���	�
� �(� >�����	 �����
 �����	 30 mg/kgD
!��:� =���
 �(��<����	
�� (��� 
�� 6 (��:
 ������ 
����C�� (��� "# 
��
 ���� �	������ �	

4��<���	 ���
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��� ���
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�
�����
 �	 ���
 ��������� ��� ��� 
����� 
��
 �� ��� �	 !���� ���� !�� �����"�	�
��#� �
 ��
�
 �	 ��� �����
��	
�	� 
�����	 �� ��� ����������	 �� �� $�
����� �� ��� %��&�
���� "��� � 
�'	�
 ��	���� �������	 (�	 �����
�) ��� 
����� 
�	�� 
��� �� �#�	 *+ �� ��� ������
��	 ���� , ��
�	� ��	� (Col1a1+ "��� �
�
- �
 �������
�� 
�
�����
 %���&� !�� ���� (
�	���

�
 Col1a1Jrt/+ ����+ "��� ���
 �	 � ./0 ���1����	
 � �	
 "��� ��	����
�� �����
�
 �� 2��
3� ����	- 4	����
��� �� !���	��� �	����
 "��� ���
�
 �	 ��� �	���� 5��� .������� �� ���
����	��
 6�
����� ��	������ !�� ���7��� "�
 �������
 �� ��� ��8��� 4	����
��� ,	
�������	��
�	���� 5��� �	
 4
� 5��������� ���� "��
����� �	
 Col1a1jrt

′/+ ���� "��� ��	
���� �
�

��	�
 �� ����0 �������	� �� ��	���� �	7�����	
- 
�����	� �� ������ 9 "��1
 (���
� �� ����

���"��- :��
������ ��
��:+ �� �; "��1
 �� ��� (:�
��� ��
��:+ "��� n = 8 ��� ������ ����0
(
�
��	����	 �
 0��<;9= 
�������
 �	 � ������������	 ���"��	 >������
 ,	� �	
 ��������

,	�+ �� ��	���� �	����
� "�
 �
�
� !�� ��	���� �	����
� "�
 �	 �	������
 �	����
� ����
��
 ���	 ���
�
 ����	
� ����1�	 ��
�?��� �	����
��
 "��� �	7����
 �	�����	��
�� �� � 
�
� ��
100 mg/kg 0@- ��
�
 �	 ����� 
��
��
 �� >������
 ,	�� !�� ����� �	7�����	 ������ "�
 50 μL�
,	7�����	
 "��� ����	 �	�� ��� "��1 ���� � �����
 �� 9 "��1
� ���� "��� �����	�?�
 �� ��� �	

�� ��� 9 "��1 �	�����	���	 �����
- ����- �� ��� ��� �� < "��1
 �	
 �� �9 "��1
- ��
���������� !�
�	���� ��� �	���
�
 �� 
�	���� ��
�������������� ���
�����	�
- ���� ���
� �������
 �"�
�	���������	��� (�	�� ��� ��
���	�� ������+ �	7�����	
 �� 5�����	 (25 mg ��� 1� ��
� "�����+
�� A 
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 �	
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�	� � �����

����� ���� �������
�	 �� ��� ��� 
��		�	� �������	 �����
����
� ����� ���� �
�
 �	 ���

���� �� ��� �������
 ����� ���  �!��� "# $���
% ��
 
�&���  '��()*% ���� !� 
��	 �������

!$ � 
���� �� ��� ��� ���
 ���

��	 
��		�	� �������	 �����
����  ����� + �����,-%%

���� .��

 + '��()* ���� .��

 ����� + �����,-

�����
� �$�� ��	�
��	 /�����	 �����
�

�������$ ���
 ���

��	

�������	 ��	 ���� 0����	���

�	&�����


������	 �����	� 110 pA 280 pA + 310 pA

������0�
 �����	� 
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��	�� 15 mm 10 mm

!���
�������
 �������	 
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,+1��
��	�
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,+1��
��	�
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���� 
�������

&����� ��1������	�
 10−5 + 10−6 mbar
210−5 mbar �	 ��� 
����� ����!��

210−9 mbar �	 ��� ��	 ����!��

�������	� ���� &������ ��� 13�4 20 kV 20 kV

����� ������ 512× 512 px + ���� 1024× 768 px + ����

���
 �� &���

1144× 901 μm2

�� ��5�� 
�0� 1.76 μm2  100×%

572× 451 μm2

�� ��5�� 
�0� 0.88 μm  200×%

1802× 1351 μm2

�� ��5�� 
�0� 1.76 μm  65×%

901× 676 μm2

�� ��5�� 
�0� 0.88 μm  130×%

6������	� �������� '��()* + �������� ������� &*�" �	 ��+'6� #�--
����� ���  &��
��	 -#�-#�--%
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���	
�	�$ �
��������	� ��� ������	� 
��	�� 
���	
�	�
�	 ��� ���� �����������  ������ ���%� 4	 �

����	� � �����$ �;��� ��
 �!
��&�
 ���
�	� ��
!������� ���$ &���� �����
 
�!
�1��	� �� ���
�����	�
 �	 ���� Z ��������
  ������ ��,%�
4� ��
 ��

�!�� �� �&������ ���
� ���!���
 !$ ��
��	� &�����
 �����������
� ��� �����	��
�����	�	� ��
 �������
 ��� !$ �	� ���� 
�
 	�� �5��!�� �	$ 
������!�� �����$ �;��� �	

�	�$ 
����
 � ��	���� 
�	
���&��$ �� ���	��
 �� ��� �	&���	��	��� ������������ 4	 �

����	�
��� ���
�
 �$��� �����	� 
$
��� ��
 �5��	
�
 �� �	���
� ��� 
�������=
 ����������� �	
 �

<	
���
 ?�
����� 9��� �@



5 %

3 :\bLerial and \IeLhods 3.3. QuanLiiicaLion of Lhe Ca ConLeni using a FESE:\1 
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Figure 3.3: Temperature dependency of the original hackscattered electrou detector pream­
plifier: The impact of a change in the room t.cmpcrat.urc on the mca~mrcd gray va.lneH \Vas 

highly reproducahle. 

thermoeonducting fteeee was mounted on the cireuit board to assure constant temperature of 
the most sensible eleet.ronie parts. 
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Figure 3.4: The diagrams of a Al/C reference material (the same as sho\vn in Figmc :3.7) 
reveal a distinct memory effect. \Vhile gra_y values were slable during scanning a Farada.v cup 
(no signal at the detector) an offset \Vas obs(~I-ved after scanning a. :\.i sample(high electronic 
signal). 

Counting Statistics and Beam Damage 
·when interpreting bone mineralinttion density distributions (R\TDD) as described in Figure 
2.1 L uot ouly the peak positiou is taken into eonsideration, but also the width (full vvidth at 
half height. (F\VHH)) of the RVTDD curve, being a parameter of the heterogeneity of miner­
alization. lt was previously showu that. beside the mineralization pattern of the bone, also 
t.he counting statistic and therefore the resulting noise in the images account for about. 
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3 \!Jateria.l a.nd \!Jethods 3.5. EOX LO Characterize the Cornposil.ion or Bone 
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Figure 3.13: Evaluation of the beam damage for different elements caused by the electron 
exposure duriug EOX analysis: Each line corresponds to cousecutive measuremeuts performed 
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mineral/matrix wt%mineral/100−
wt%mineral wt%mineral/100−
wt%mineral wt%Ca

mineral/matrix
wt%Ca

mineral/matrix wt%mineral/100−
wt%mineral

wt%C
wt%mineral/100− wt%mineral

wt%Ca
wt%mineral/100 − wt%mineral

95%

mineral/matrix ν2PO4/amideIII
wt%mineral/100 − wt%mineral

95 %
95 %

R2 = 0.75

mineral/matrix



α
wt%Ca wt%Mineral

α 2.51

mineral(ν2PO4)

matrix(amideIII)
=

wt%Ca · α
100− wt%Ca · α · λR · mamideIII

mmineral

λR =
RPO4

RamideIII

K

K = λR
mamideIII

mmineral

mineral/matrix wt%Ca
K K2

Ca/P = 1.67

2Ca4H(PO4)3 · 2.5H2O Ca/P = 1.5 K1 = 0.63 α = 2.70
Ca/P = 1.9 (Ca9.5(PO4)5(CO3)(OH)4) K3 = 0.54 α = 2.49

mineral/matrix ν2PO4/amideIII wt%Ca
K K RamideIII RPO4

K2

Ca/P = 1.5 Ca/P = 1.9
95 %



mineral/matrix
ν2PO4/amideIII wt%Ca

σ

20 × 20 μm

2 σ 0.0088 mineral/matrix 0.099 wt%Ca

mineral/matrix

5× 5
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(n = 19)

21− 26 wt%Ca
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SostKO

5 − 15 −1.9% p < 0.0001
55− 65 −1.5% p < 0.05

SostKO
wt%Ca

+4.6% p < 0.0001 KO : +5.6% p < 0.0001 +5.7%
p < 0.0001 KO : +4.8 p < 0.0001

SostKO

−1.9 % −0.47 wt%Ca −1.5 % −0.39 wt%Ca

SostKO

Sost

SostKO
2− 5

p > 0.05
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+8.3 % p < 0.0001 Ca
CaMean +6.7 +7.0 %, p < 0.0001

CaWidth −20.0 −22.5 % p < 0.0001
CaLow +45.2

+106.5 % p < 0.0001
CaHigh 113 360 % p < 0.0001

CaMean

+2.9 +4.1 % p < 0.05 CaWidth

−0.7 −17.4 % p < 0.05 CaLow −19.7 −34.8 % p < 0.005
CaHigh +31.6 +49.0 % p < 0.05
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p < 0.0001 p < 0.005 p < 0.05 p < 0.0001
p < 0.005 p < 0.05



p < 0.0001 p < 0.005 p < 0.05
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 P "R2 = 0.97; P < 0.0001$� .�� Ca �	
 P 
�	
�	������	� �������

�� ���0 ������	 8.3 at% �	
 12.7 at%; �	
 4.8 at% �	
 7.2 at% �����
�����0� @�  ��	
 ����
��� ��# 
�����/
����	; ���
� ��� 
�	� ���� �����
� �� ��� ���
���	�,������
 A�����
�	
�
��!	�� � ��� ����; �� ��A�
��
 �0 
�B���	� at%Ca �	
 at%P ������� C�!��0 ��!	�/
�	�
"P < 0.0001 , ��		 @���	�0 ���� "	�	,���������
$$ 
�B���	
�� ����  ��	
  �� at%Ca �	

at%P ������	 	����0 ��� 
�����/
����	 �0��� "&�!��� ��36$� �� ��!	�/
�	� 
�B���	
�� ����
�	�0  ��	
 ������	 ����,����	�
 ���� �����	�� ��!��	� "��# .0�� 3D0�����$ �	
 ��������
����	����
 ���� ��!��	� "��# .0�� �D����$  �� ���� Ca �	
 P � "&�!��� ��36$� #	�������	!�0;
� ��	��� ��!������	 
��������	 �	��0��� ������	 ����� ��� ��#� ".0�� 3 ��� .0�� �$ �������

� ������� ����� "p = 0.83$ ��� ��!��0 ��!	�/
�	� 
�B���	� �	���
���� � ��� ��!������	 ��	�� ����
��� 0,�2�� "p < 0.0001$ �	
�
���	! �������
 P ������  �� /2�
 Ca �������

��!� 7� <	
���� ���
�!��



Na 0.3 at% 0.73 at%
at%Na at%Ca

p < 0.001 p < 0.05
Na Ca

Mg at%Ca p = 0.58
Na Mg

S 0.05 at%

S

at%Ca/at%P 1.73 1.66 p < 0.0001

#4

48− 56 a n = 4 16 m − 2.5 a n = 4

p < 0.0001 Ca/P
Ca 10.5 11.5 at%

Ca/P p < 0.0001



at%Ca at%P

p < 0.0001



P S Na Mg Ca/P
at%Ca



Na
Mg p < 0.0001

P S Na Mg
Ca/P at%Ca

P Ca/P Na Mg
at%Ca 10.5− 11.5 at%
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�
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 at%P ��� ��(��% ��	��� 
��������
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�� ��� at%Ca/at%P ����� )Ca/P + ���
� ��� 
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�
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�
'
���� )�+ ��� ��3����% �$ Ca �	
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 �� ��� ��5
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��
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 ���� )�+ �	
 )��+ ������ �� (������ �#��	� ��� 
�	
�� ��
� ����� �������	(
�	 ��� �������
 Ca/P ������� ������������' �	 ��� ����������' Ca/P ������ �$ ��	� ��� �$��	
�������
 �� �� 
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 �����
��� ��
�	�� �	
 �����
 ����� �	
�����
 ���	
�	
� �	 �	���������� ��	� � !"#  ! $�
%�	
�# �� ���&� ��&� ����� ��'� (�	�������
 ��'��	�# �)������	' � ��
& �* ����	�	'# ��� ���� �*
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�# ��
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���
 ���������� �� �����
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��	��(�# ���
� ��� ���������
 �� ��� �����
���� �	
 ����� 	�����&� 0��� �����
 �� ��&�	
�	�� �
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�� ������	 ����� �* ��� ����� ��4 �����# 2�� ��� 
�	��
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� ���+�� 5�������	'��#

������ ��� *�
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�6���	
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#
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 �� �� ��
�
�
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�
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0���� �� �	�� ���� ���������� ����� ��� ���� �* Na �	 ��	� (��������( �� ��	� ������� 4� ��
�������
 ���� ��	� (�'�� �
� �� �����+��� *�� Na .�	
 ���� K/ �	
 (�� �� ��(�������
 �*

�����
 � �8$� 4	�������	'��# �� ��� ����	 ���� ��� �����(�
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���� .0��� � ��4/� 0��� �	
����'�� ��� �����(�	� (�
� ���+�# ���� ����� (�'�� �� 
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Figure 6: concenLration at. minerali~:ation f'ronts or !'our dill'erent samples. Dashed lines 
correspond to periosteaL straight lines to osteonal regions. The gray mark labels the miner­
alization front. 
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