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Introduction

Depuis plusieurs décennies, des recherches visent a améliorer les matériaux utilisés comme
implants en chirurgie réparatrice. Depuis 1920, un des deux matériaux les plus courants est le
phosphate tricalcique Caz(POy), ou B-TCP. Biocompatible, il se résorbe dans 1’organisme en

quelques semaines en étant remplacé par de 1’os nouveau.

L’autre matériau est I’hydroxyapatite Ca o(PO4)s(OH),, abréviée HA. En 1978, les propriétés
de I’hydroxyapatite frittée furent reconnues comme étant similaires a celles de la phase
minérale de 1’os naturel. Contrairement au B-TCP, cette phase est insoluble et stable. Ces
deux biocéramiques de la famille des phosphates de calcium ne sont pas toxiques pour les
organismes et ne déclenchent pas de mécanismes de rejets. Le choix de 1’une ou de ’autre
dépendra des applications visées : le B-TCP sera plutot utilisé pour des protheses résorbables

et I’HA pour des implants fixes.

Cependant, la surface des biocéramiques HA et B-TCP est peu réactive vis-a-vis des cellules
hotes. C’est également le cas d’autres matériaux implantables comme par exemple I’alumine
ou la zircone. Pour pallier a ce manque, I’US Army Medical Research and Development
proposa en 1969 de développer un biomatériau capable de se lier chimiquement avec
I’organisme. La méme année, L.L. Hench, chercheur a 1’université de Floride, découvrit le
bioverre. Il remarqua qu’une fois immergé dans un milieu biologique, la surface du verre se
recouvre rapidement d’une couche d’hydroxyapatite carbonaté (HAC) semblable a la phase
minérale de ’os naturel. Le mécanisme de cette réaction est établi : le verre se dissout
partiellement en formant un gel de silice et libere des ions calcium et phosphore dans le
milieu. L’équilibre local de dissolution/précipitation est alors modifié ce qui permet a de
I’hydroxyapatite amorphe d’apparaitre sur le gel. Avec le temps, I’apatite amorphe cristallise
en formant une couche d’hydroxyapatite carbonatée. Cette couche et le gel de silice forment
des liaisons faibles avec les cellules, permettant un accrochage stable. Cette composition de
verre est appelée 45S5®, la formulation du verre correspond a 46,1% de Si0,, 26,9% de CaO,
24,4% de Na,O et 2,6% de P,Os , exprimée en pourcentages molaires. Toutefois, cette

composition n’a pas €té optimisée par L.L. Hench.

Au laboratoire, un plan d’expérience réalis¢ par C. Duée a permis d’établir la composition la
plus réactive de ce domaine quaternaire. Il s’agit de la composition 47Q qui contient 47% de

Si0,, 26,5% de Ca0, 21,5% de Na,O et 5% de P,Os en pourcentages molaires.
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Les bioverres réalisés par fusion des oxydes précurseurs a 1400°C sont mécaniquement moins
résistants que les biocéramiques. Il est donc impossible de remplacer des os naturellement
soumis a des contraintes €élevées, comme ceux des membres. Les bioverres sont donc
habituellement réservés a la chirurgie reconstructive faciale ou auditive et a la chirurgie
dentaire. Il est également impossible de recouvrir de bioverres a 1400°C des substrats
constitués de matériaux divers, comme par exemples des biocéramiques HA et TCP denses ou
macroporeuses. En effet, le verre cristallise lors de la trempe et la température élevée lors de

la coulée peut dégrader le substrat.

Il est possible d’utiliser le procédé sol-gel pour réaliser des matériaux vitreux. Avec ce
procédé, une préformation du verre est effectuée a froid dans un milieu liquide appelé sol.
Dans ce cas, les précurseurs ne sont plus des oxydes mais, en général, des molécules
organiques qui peuvent s’hydrolyser et se condenser en gel avec I’emploi ou non d’un
catalyseur. Pour les verres de silice, ces molécules peuvent étre des alcoolates de silicium et

aussi des molécules azotées comme les silazanes par exemples.

En général, les verres obtenus par voie sol-gel n’appartiennent pas au domaine quaternaire
Si10,-Ca0-Na,O-P,0s. En effet, il y a des difficultés a maintenir le verre final amorphe
lorsque le calcium et le sodium sont présents ensembles dans un sol. Lors du séchage du gel,
ces deux éléments peuvent facilement cristalliser, ce qui donne naissance a une
vitrocéramique et non a un verre stabilisé. Pour les compositions 45S5® et 47Q la difficulté
de synthese est encore plus marquée car ces verres ont une composition inversée : ils
contiennent plus de calcium et de sodium, appelés €léments modificateurs, que de silicium et

de phosphore qui sont les formateurs du réseau vitreux.

Les questions, qui se sont posées au début du travail de la these, ont été les suivantes :

- est-il possible d’adapter la synthése sol-gel pour réussir a reproduire facilement les
compositions de bioverres déja synthétisé par fusion ?

- comment est-il possible de les caractériser ?

- les propriétés de bioactivité sont-elles conservées ?
De plus, dans le but d’utiliser ces verres dans des applications pratiques, d’autres questions
peuvent €tre énoncées :

- ces verres sol-gel sont-ils toxiques vis-a-vis des cellules humaines ?
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- ces compositions peuvent-elles étre dopées pour réduire la prolifération d’agents
pathogénes comme les bactéries ?

- si oui, les parametres de bioactivité sont-ils conservés ?

- peut-on recouvrir des biocéramique HA et TCP de bioverres sol-gel et quelles sont

les propriétés biologiques de ces nouveaux composites ?

Apres une étude bibliographique sur les bioverres obtenus par fusion, les différents types de
précurseurs, utilisés en synthese des verres sol-gel, sont également abordés dans la 1 partie
du chapitre 1. En effet, il existe différentes voies catalytiques pouvant accélérer I’hydrolyse et
la condensation des formateurs de réseau sol-gel. Il est nécessaire de les étudier afin d’en
comprendre les mécanismes. En plus de I’influence du catalyseur, cette partie résume les
différents parametres qui peuvent modifier la cinétique de formation des gels, et évoque des

additifs pouvant améliorer certaines de leurs propriétés.

La 2% partie est consacrée a la synthese par sol-gel des verres bioactifs appartenant aux
systemes Si0,-Ca0-P,0s et Si0,-CaO-Na,O-P,0s.

Un procédé sol-gel classique a tout d’abord été utilisé pour I’élaboration d’un verre
quaternaire, en prenant des précurseurs minéraux pour le calcium et le sodium. Les résultats
n’étant pas ceux souhaités, deux procédés supplémentaires ont été développés. Des molécules
organiques ont été utilisées a la place des poudres minérales. Les précurseurs de ces syntheses
n’étant pas courants au laboratoire, une autre voie originale proposant I’utilisation de glycérol

comme complexant a été réalisée.

Dans tous les cas, les échantillons résultants de ces syntheéses ont été caractérisés par des
analyses thermogravimétriques et thermo différentielles. Celles-ci permettent de déterminer
les températures caractéristiques des verres, comme la température de transition vitreuse et
celle de cristallisation du réseau. Les échantillons ont été aussi analysé€s par diffraction des
rayons X a plusieurs températures. Cela a permis de valider les conditions de vieillissement
des gels et d’identifier la phase cristalline des verres.

Pour tous les procédés de syntheses sol-gel, la bioactivité des verres a été établie par
spectroscopie Infra Rouge. Ces analyses ont été réalisées avant et apres immersion in vitro

dans du fluide physiologique simulé (SBF).
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Le second chapitre est consacré au dopage a 1’argent des bioverres SiO,-CaO-Na,O-P,0s,
synthétisés par voie sol-gel. En effet, I’argent posseéde une action qui limite la prolifération

des bactéries.

Dans la premiere partie, des notions simples de biologie ont été rappelées. En effet, elles ont
été utiles a la compréhension des manipulations qui conduisent a déterminer la prolifération et

la vitalité des cellules, qu’elles soient bactériennes ou humaines.

Dans la deuxieme partie, la toxicité des bioverres, élaborés par les différents procédés de
synthese, a été évaluée, par contact avec des cellules humaines de type L132, sur les
échantillons réduits en poudre. Cette étape a permis de sé€lectionner le procédé de synthese le
moins toxique pour réaliser des tests nécessitants des manipulations plus complexes. Ce

procédé a été également choisi pour les essais de dopage a I’argent.

Apres les caractérisations physico-chimiques et les analyses in vitro de la bioactivité de ces
verres dopés, des essais de recouvrement de biocéramiques, denses en B-TCP et
macroporeuses en HA, par des bioverres ont été réalisés. Apres observation des dépots au
microscope €lectronique a balayage (MEB), les échantillons denses ont €té testés en cultures
in vitro bactériennes et humaines. L’action et la toxicit¢ des dépots de bioverres ont été

évaluées, par rapport a des échantillons non recouverts.

La conclusion permet d’établir le bilan du travail effectué et propose des ouvertures a une

éventuelle suite de cette étude.
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Chapitre I : Elaboration de nouveaux procédés de synthese des

bioverres sol-gel






lere partie : Rappels bibliographiques sur les verres bioactifs obtenus

par fusion classique et leurs syntheses par voie sol-gel



Rappels bibliographiques sur les verres bioactifs obtenus par fusion classique et leurs synthéses par voie sol-gel

Pour réussir des syntheéses de verres bioactifs sol-gel, il est nécessaire d’étudier dans un
premier temps les verres obtenus par fusion. C’est pourquoi la notion de bioverres, de
bioactivité et les domaines de composition menant a ces matériaux sont définis dans la suite

de ce mémoire.

Apres avoir décrit I’élaboration de bioverres obtenus par fusion, cette partie s’intéresse a la
théorie sol-gel. Les principales étapes de la syntheése ainsi que les précurseurs pouvant étre
utilisés sont étudiés. Les parametres qui affectent la cinétique de formation des gels ainsi que

les additifs pouvant améliorer certaine propriétés sont également énoncés.

1. Domaines de compositions des verres bioactifs obtenus par fusion

1.1. Le verre de référence 45S5®

Les bioverres, ou verres bioactifs, furent initialement étudiés par L.L. Hench [1], & la
demande de I’armée américaine de créer un substitut osseux dans un nouveau matériau
capable de réduire le temps de convalescence des soldats. Les verres bioactifs, une fois
immergés dans I’organisme ou bien dans un fluide physiologique simulé (SBF, simulated
body fluid) sont capables de développer a leur surface, une couche d’hydroxyapatite
carbonatée (notée HAC) similaire a la phase minérale de 1’0s. Cette couche possede la
particularité d’augmenter I’adhérence des cellules hotes sur le bioverre par un grand nombre

de liaisons intimes, assurant par cela un accrochage stable de I’implant.

Dans le cadre d’un projet avec I’'US Army Medical Research and Development, L.L. Hench
[1] fut le premier a s’intéresser aux verres bioactifs préparés par fusion. Ce projet I’a amené a
étudier le diagramme ternaire Si0,-Ca0O-Na,O dans lequel il a ajouté 6 % en masse de P,0Os.
Les verres préparés furent testés in vitro dans du liquide physiologique simulé et in vivo dans

des fémurs de rat.

L. L. Hench a défini la bioactivité de la maniere suivante. Un matériau est dit bioactif
lorsque :
- invitro, la moitié de sa surface sera recouverte d’apatite cristallisée,

- invivo, la moitié¢ de la surface de I’implant sera liée au milieu hote.

10
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Un indice de bioactivité, noté Ip, est alors défini. Il peut €tre calculé de la facon suivante :
Iz = 100/ t0,5bb
avec tospp correspondant au temps en jours au bout duquel plus de 50 % de I’interface est li¢e

(bb : « bone bonding » signifiant liaison a I’0s).

Le résultat de son étude de la bioactivité est représenté sur la figure I-1-1.

510,

* Verre 45585

CaO Na-,O

avec 6 % massique de P20

Figure I-I-1 : Indice de bioactivité I, de L. L. Hench, dans le diagramme Si0,-Ca0-Na,0O avec
6 % massique de P,Os.

Les courbes d’iso-indice de bioactivité, allant de 0 a 10, sont indiquées sur la figure I-I-1. Le
diagramme est décomposé en quatre domaines :
- le domaine A, domaine de bioactivité
- le domaine B ou il n’y a pas de liaison a I’os car la réactivité de la surface est trop
faible.
- le domaine C ou il n’y a pas de liaison a 1’os car la réactivité de la surface est trop
élevée (dissolution du verre).

- le domaine D ou il n’y a pas possibilité de préparer des verres.
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Le verre représenté par un losange sur la figure I-I-1 est le verre le plus bioactif obtenu par L.
L. Hench. Nommé le Bioglass 45S5®, sa composition est :

e En pourcentages massiques, 45% Si0,, 24,5% CaO, 24,5% Na,0O, 6% P,0s.

e En pourcentages molaires, 46,1% Si0,, 26,9% CaO, 24,4% Na,0, 2,6% P,0s.

L’appellation 45S5® est basée sur le code de M. Ogino et al. [2] pour les biomatériaux :
45 = pourcentage en masse de formateur (SiO,, B,03) ;
S ou B = type de formateur de réseau c’est-a-dire SiO; ou B,0; ;

5 = rapport molaire Ca / P.

L. L. Hench a mis en évidence trois points essentiels pour qu’un verre soit bioactif :
- il doit contenir moins de 60 % massique de silice, formateur du réseau,
- il doit donc avoir une quantité importante de modificateurs Na,O et CaO,

- il doit enfin respecter un rapport molaire Ca / P élevé (supérieur a 5).

1.2. Domaines de bioactivité selon I. Lebecq ef al [5-6].

Les études précédemment réalisées sur des bioverres dans le ternaire Si0,-Na,O-P,0s et le
quaternaire Si0,-Ca0-Na,0-P,0s [3-4] indiquent que le verre le plus bioactif doit contenir un
taux moyen de silice d’environ 50% molaire. Cependant, les résultats proposés dans les
différentes publications se contredisent quant aux quantités de calcium et sodium.

C’est pourquoi, 1. Lebecq et al. [5-6] ont décidé d’étudier le comportement de quinze verres

du systeme Si0,-Ca0-Na,O dont les compositions sont regroupées dans le tableau I-I-1.
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Verre SiO, CaO Na,O
Al 42 34,5 23,5
A2 45 31,5 23,5
A3 47 29,5 23,5
A4 50 26,5 23,5
A5 55 21,5 23,5
B1 42 29 29
B2 45 27,5 27,5
B3 47 26,5 25,5
B4 50 25 25
B5 55 22,5 22,5
C1 42 23,5 34,5
C2 45 23,5 31,5
C3 47 23,5 29,5
C4 50 23,5 26,5
C5 55 23,5 21,5

Tableau I-I-1 : Compositions molaires étudiées par I. Lebecq et al. [5-6].

Les verres sont préparés par fusion classique en utilisant de la silice pure, des carbonates de
calcium et de sodium, et du sel de Graham comme précurseurs. La fusion est obtenue a
1400°C apres un palier de décarbonatation de 2h a 800°C. Les verres sont alors coulés en
forme de pastilles. Celles-ci sont stabilisées grace a un recuit a 400°C pendant 2h puis placées
au fond de moules en silicone pour y €tre recouvertes de résine. Les échantillons sont ensuite
démoulés pour étre conduits vers 1’étape du polissage qui permet de lisser la surface vitreuse
libre. Celui-ci est effectu¢ a I’aide d’un papier SiC de grade 1200 (15,3 um). Les échantillons
sont finalement immergés dans du SBF. Cette préparation permet d’avoir toujours la méme

surface de contact du matériau vitreux avec le milieu d’immersion.

Les résultats de ces travaux mettent en évidence trois domaines de bioactivité. La figure I-I-2

représente les verres étudiés ainsi que leurs domaines de bioactivité.
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SiO2

@ Moinsde 1 jour
A 2-2.5]jours

W 3 et4jours

————————————————————————————— 50 % molaire

CaO Na20

Figure I-I-2 : Domaines de bioactivité dans le systeme SiO, — CaO — Na,O.

Dans le premier domaine, qui contient la majorité des verres étudiés et se situe du coté du
calcium, la bioactivité est faible et ’HydroxyApatite Carbonatée (HAC) apparait en plus de
trois jours a la surface des verres. Le deuxieme, qui correspond aux verres les plus riches en
silice, est un domaine de bioactivit¢ moyenne. La couche d’apatite se forme en 2 a 3 jours
d’immersion dans le liquide physiologique. Enfin, le troisieme domaine contient les verres les
plus bioactifs dont la couche d’HAC apparait entre 12 et 22 heures. Ce sont les verres les plus
riches en sodium. Cette étude met en relation la composition des bioverres avec la réactivité

de surface.

1.3. Etude du systeme SiO,-Ca0-Na,O dopé avec P,Os par plans de mélanges

C. Duée et al. [7-8] ont utilisé les plans de mélanges pour étudier un certain nombre de
propriétés, appelées réponses et en particulier, le temps d’apparition de la couche
d’hydroxyapatite et 1’épaisseur de celle-ci. Les plans de mélanges permettent de déterminer la
valeur d’une réponse quelle que soit la composition d’un domaine défini. Pour cela, des
expériences sont réalisées et une formule donnant la réponse en fonction de la composition

peut étre établie. Le domaine étudié est donné sur la figure I-I-3.

Ce domaine est défini d’aprées les considérations suivantes :
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- Les verres de I’étude doivent étre synthétisables a 1400°C ou moins
- Les échantillons doivent étre parfaitement vitreux
- Les verres ne doivent pas €tre totalement solubles

- IIs doivent étre bioactifs et former leur couche d’HAC en 15 jours maximum

AV TN

N

Ca0 00 1 ONazo

Figure I-I-3 : Domaine d’étude pour les plans de mélanges appliqués au systéme SiO, — CaO —
NazO.

Onze verres sont retenus pour 1’étude. L’évaluation de la bioactivité de ces verres suit le
méme protocole que celui retenu par 1. Lebecq et al. [5-6] sauf pour 1’étape de polissage final
qui est réalisée avec du papier SiC de grade 80 (200 um). Un état de surface plus rugueux
permet alors d’obtenir une meilleure réactivité des verres. Leur immersion dans du fluide
physiologique donne des réponses en terme de temps d’apparition de la couche d’HAC et
d’épaisseur de celle-ci. Elle est mesurée par microscopie électronique a balayage (MEB). Le
parametre X; est posé comme €tant la proportion molaire de SiO,, X, celle de CaO et X3 celle

de Na,O.

Les formules obtenues sont les suivantes :

Temps d’apparition de ’'HAC = - 24,23.X; — 125,09.X, — 231,39.X5 + 301,98. X, X, +
510,65.X;X3 + 1306,70.X,X5 - 2416,03.X1 X, X3
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Epaisseur de I’'HAC = —248,59.X; — 579,86.X, — 175,30.X35 + 1869,99.X, X, +1127,13.X, X3
+ 1985,51.X,X;5 — 5450,45.X, X, X3
D’autres réponses, comme la température de transition vitreuse (Tg) ou celle de cristallisation

(Tc), ont été également étudiées [9]. Les formules sont les suivantes :

Tg=-408,43.X; —413,62.X, —257,62.X3 + 4874,88.X1 X, + 3221,18.X,X3 + 973,43.X0X3 —
4908,18.X;X,X3
Tc =1190,40.X; — 166,62.X, + 1339,15.X5 + 1580,75.X,X, — 2829,17.X; X3 + 1816,13.X,X3
—6990,79.X1X,X3

Ces formules permettent de tracer des isoréponses dans le domaine considéré du systeéme
Si0,-Ca0-NayO. Les figures I-1-4, I-I-5, I-I-6 et I-I-7 représentent respectivement les
isoréponses : bioactivité, épaisseur d’HAC, température de transition vitreuse et température

de cristallisation.

Les verres les plus bioactifs sont situés dans le domaine le plus proche de CaO. Les temps de
réactivité varient de 3 a 6h30, ce qui est tres intéressant. Les épaisseurs de couche sont assez
faibles : de 10 a 25 microns. Les plages de travail sont petites car les températures de

transition vitreuse et les températures de cristallisation sont voisines.

10/ 0 o Nooo 100 0 \000
©aQ 0o 0.25 0.50 0.75 1000 Cagy g, 0.25 0.50 0.75 1,04¥a,0
Figure I-I-4 : Bioactivité dans le Figure I-I-5 : Epaisseurs dans le
ternaire SiQ, — CaO — Na,O. systeme SiO, — CaO — Na,O.

16



Rappels bibliographiques sur les verres bioactifs obtenus par fusion classique et leurs synthéses par voie sol-gel

Sio
0,010

L, o

650 600

R , . 0.0 01%' , : , . o,oo
a0 05 1,420 a0 0,5 10N
Figure I-1-6 : Températures de Figure I-1I-7 : Températures de

transition vitreuse. cristallisation.

Le systeme ternaire est dopé avec du phosphore. La quantité maximale pouvant étre introduite

est de 5% molaire de P,Os. Au-dela de cette valeur, les échantillons deviennent cristallisés.

De nouveaux plans de mélange ont permis de trouver de nouvelles formules et de tracer les
isoréponses, avec différents taux de phosphore. La figure I-I-8 présente les isoréponses de
temps d’apparition d’apatite avec 5% de P,Os et la figure I-I-9 les isoréponses de 1’épaisseur
de couche.

Le domaine de plus forte bioactivité s’est déplacé plutot au centre du diagramme, la couche
d’apatite apparait en moins de 3 heures. Le composé le plus bioactif a la composition

suivante : 47% SiO, - 26,5% CaO - 21,5% Na,0 - 5% P,0:s.

sio,

sio,
0,00 . 1,00

0,25

b

30 40 50

20

00/  _Noog 00/ 0 N\
CaQ %o 0,25 0,50 0,75 10020 Cag,, 0,25 0,50 0,75 1,0)20
Figure I-1-8 : Bioactivité dans le Figure I-1-9 : Epaisseurs dans le
systeme avec 5% de P,0s. systeme avec 5% de P,Os.
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Les épaisseurs de couche ont considérablement augmenté avec 1’ajout de phosphore dans la
composition. Les figures I-I-10 et I-I-11 représentent I’évolution des temps d’apparition de la
couche d’HAC et de I’épaisseur de cette couche en fonction de 1’ajout de P,Os pour le

composé quaternaire le plus bioactif.
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Figure I-1-10 : Temps d’apparition Figure I-I-11 : Epaisseur
d’HAC en fonction de P,Os. d’HAC en fonction de P,Os.

Le temps d’apparition de la couche d’HAC diminue alors que son épaisseur augmente quand
du P,0s est ajouté. Il est malheureusement impossible d’en ajouter davantage puisque lors de

la trempe, il y a cristallisation pour des compositions ayant des taux de P,Os supérieurs.

1.4. Elaboration de bioverres macroporeux

A. Pardini [10] a utilisé des compositions de bioverres étudiées par 1. Lebecq [5] pour tenter
de préparer des macroporeux. La bioactivité étant un phénomene de surface, il est possible
qu'un implant macroporeux permette une colonisation plus rapide et plus complete du
matériau par le milieu hote. De ’apatite se formerait pour lier intimement 1’implant dans

I’organisme, avec un développement de cellules osseuses a 1’intérieur des porosités.

Pour préparer ces bioverres macroporeux, le brevet « Procédé d’élaboration de substituts
osseux synthétiques d’architecture poreuse parfaitement maitrisée » [11] a été utilisé. Celui-ci
concernait a ’origine des poudres d’hydroxyapatite ou d’alumine, de granulométrie proche du
micron. Ce procédé permet la mise en forme de substituts osseux ayant un volume poreux de

70-80% avec un diametre de pores controlé compris entre 10 et 1000 um.

L’étude comporte plusieurs étapes, a savoir :
- I’élaboration d’une structure porogene,

- D’obtention d’une poudre de verre micrométrique,
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I’élaboration d’une barbotine,
- un traitement thermique a basse température : le déliantage,

- un traitement thermique a haute température.

Ces étapes permettent tout d’abord de préparer une structure a base de billes de diametre
connu, collées entre elles. Le diametre de celles-ci constitue la future macroporosité, la facon
dont elles sont collées entre elles constitue I’interconnexion. Ce sont des billes de

PolyMétAcrylate de Méthyle (PMMA) de diametre 600-700 pm qui ont été utilisées.

Puis, le bioverre est synthétisé, broy¢, mis en suspension. L’édifice organique de PMMA est
alors imprégné, puis porté a 250°C pour éliminer les porogenes. Enfin, le macroporeux est
densifié a 900°C. A cause des hautes températures mises en ceuvre, ce procédé a conduit a

I’¢élaboration d’une vitrocéramique macroporeuse et non d’un verre.

E. Wers [12] a réalisé au cours de son travail de thése des verres bioactifs dans le domaine
Si0,-Ca0-Na,0-P,0s5. Quatre métaux, Zn, Ti, Cu et Ag sont ajoutés a des compositions de
verre de base afin d’étudier I'influence de ces dopants sur la réactivité chimique et la
cytotoxicité. Les métaux introduits influent sur les températures d’élaboration des verres, sur
le temps d’apparition et I’épaisseur de la couche d’HAC mais ils ne diminuent pas la
prolifération cellulaire. En parallele, il a développé une vitrocéramique a base de TiN et ZnO
qui présente des microporosités. Des essais in vifro ont montré un caractere bioactif du
matériau aprés 60 jours d’immersion et une absence de toxicité pour les cellules. Cette
vitrocéramique a alors été implantée dans des fémurs de lapins. Les résultats des analyses ont

montré une résorption progressive au cours des six mois qui ont suivi I’implantation.

2. Bioverres obtenus par le procédé sol-gel

2.1. Histoire et principes

La premiere polymérisation sol-gel est réalisée par M. Ebelmen [13-14] qui décrit des 1845 «
la conversion en verre solide de ’acide silicique expos¢ a I’air humide ». La technique de la
polymérisation sol-gel ne sera reprise industriellement qu’en 1939, par la firme allemande

Schott Glaswerke, afin de recouvrir par trempage des récipients en verre. L’industrie
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s’intéresse alors a la réalisation de couches minces par voie sol-gel ce qui permet d’éviter le

probleme des fissurations observées lors du séchage de gels plus denses.

Le principe de cette « chimie douce » repose sur I'utilisation d’une succession de réactions
d’hydrolyse-condensation, a température modérée, pour organiser des réseaux d’oxydes
amorphes qui peuvent étre a leur tour traités thermiquement afin d’obtenir un verre stabilisé
[15].

La formation du réseau d’oxydes a lieu, en solution, a une température proche de I’ambiante.
Il s’agit d’un processus de conversion en solution d’alcoolates métalliques, tels que les
alcoolates de silicium, zirconium, aluminium, titane...

La réaction de synthese de verres par voie sol-gel repose sur la propriété qu’ont les alcoolates
de silicium de pouvoir plus ou moins s’hydrolyser en présence d’eau. Suivant ’intensité de

cette hydrolyse, il se formera par polycondensation un réseau tridimensionnel polymérisé.

J. Livage [16] peut étre considéré comme I’initiateur de la chimie douce en France. Il a
notamment mis au point des procédés sol-gel qui permettent d’obtenir des matériaux
originaux inaccessibles par les voies classiques. Ses travaux ont pour but d’obtenir des
matériaux de type vitreux dans des conditions douces en essayant de reproduire les procédés
de biominéralisation naturels. Il est ainsi possible de lier par exemple des molécules
organiques, voire méme biologiques, a un réseau de silice, pour former des nouveau

matériaux hybrides [17]. Les applications industrielles d’une telle chimie sont considérables.
2.2. Etapes réactionnelles

2.2.1. Lesol

Le systéme est dans I’état liquide [15] : il est constitué d’un mélange d’oligomeres colloidaux
et de petites macromolécules ainsi que de différents monomeres partiellement hydrolysés,
selon le degré d’avancement de la réaction de polymérisation.

Dans le cas d’un verre bioactif, le sol est constitué d’un volume de solvant dans lequel on va

dissoudre les formateurs et les modificateurs de réseau sol-gel qui sont souvent

respectivement des alcoolates et des sels cristallins.
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Dans le cas d’un verre de silice, la formation du réseau amorphe est assurée par un alcoolate
de silicium auquel il faudra ajouter un agent catalyseur. La réaction d’hydrolyse résultante
assure la création de groupements Si(OR)x(OH),x. Ces groupements se condensent ensuite
en liaisons Si-O-Si plus ou moins longues avec I’avancement de la réaction dans le temps. Le

gel est alors en cours de formation.

A partir du sol, il est possible :
- de former un gel, qui apres séchage et stabilisation, se transformera en monolithe
directement implantable [18],
- de déposer le gel sur un substrat quelconque qui en séchant s’affinera en un film
dense [19],
- de faire gélifier le sol a I’intérieur d’un substrat poreux qui une fois sec donnera un
macroporeux si le substrat est éliminé ou bien un composite a porosité controlée si le

substrat est conserve.

La figure I-I-12 résume les applications possibles de la voie sol-gel.

O [ i il
_booo O | Gelification Séchage
oooo (o) a l'air libre a l'étuve
0©
o 0 —— > ——>
% 0" o
Sol . Gel - Monolithe
Depot sur Impregnation
un substrat d'un poreux

—>

Composite
recouvert

Film de bioverre

Figure I-I-12 : Possibilités d’applications de la voie sol-gel.

21



Rappels bibliographiques sur les verres bioactifs obtenus par fusion classique et leurs synthéses par voie sol-gel

2.2.2. Legel

Un gel est constitué d’un réseau tridimensionnel d’oxydes gonflé par le solvant, avec des
liaisons chimiques assurant la cohésion mécanique du matériau en lui donnant un caractére

rigide, non déformable [15].

Une fois les réactions d’hydrolyse et de condensation amorcées dans le sol, celui-ci vieillit
progressivement. Ce vieillissement est dii a 1’augmentation progressive de la taille des
condensats siliceux qui se traduit par une augmentation de la viscosité du sol. Le point de gel
est atteint lorsque des macromolécules se forment et se touchent entre elles, ce qui donne un
aspect solide au gel.

Le temps nécessaire au « sol » pour se transformer en « gel » est appelé temps de gélification.
Lorsque le gel vieillit, des réactions de condensation se produisent encore a l’intérieur de
celui-ci. Elles conduisent a une contraction macroscopique du gel et a un rétrécissement de

ses porosités. Celui-ci, nommé synérese du gel, conduit alors a une expulsion du solvant.

2.2.3. Le séchage

Une fois sa synérese achevée, le gel peut étre séché. L’eau ainsi que les solvants organiques
sont évaporés. Pour effectuer rapidement cette opération, le gel peut étre placé dans une étuve,

a 130°C [20].

Il est intéressant de noter que la vitesse de séchage ainsi que les différentes conditions
environnementales, comme le taux de vapeurs saturantes des solvants utilisés, influencent
grandement la stabilité mécanique des gels secs obtenus. Un séchage rapide impliquera un
grand flux de matiere passant au travers des pores déja rétrécis par la synérése, d’ou une

dégradation de ceux-ci impliquant de nombreuses fractures.

La présence d’eau est a minimiser car elle dégrade beaucoup plus la structure des pores du gel
que des solvants comme le méthanol.

Le risque d’un séchage rapide a 1’étuve est d’obtenir une poudre une fois le gel sec. A
contrario, un séchage a I’air ambiant, lent, limitera la dégradation des porosités et donnera un

monolithe dense connu sous le nom de xérogel.
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Des conditions environnementales hypercritiques, ou le solvant liquide est progressivement
remplacé par un solvant plus facilement éliminable, donneront un aérogel, beaucoup plus

poreux que le xérogel.

2.2.4. La thermolyse

En chauffant le gel [15] a des températures moyennes, entre 500 et 1000°C suivant les
auteurs, il subit d’autres modifications qui conduisent a une stabilisation du gel en un verre.
Avec I’augmentation de la température, la diffusion des ions est accrue et les derniers départs
gazeux se produisent. La dilatation du matériau augmente, elle aussi, avec la température. Si
des fissurations microscopiques existent, elles vont alors devenir macroscopiques lors du
traitement thermique ce qui a souvent pour conséquence de fracturer 1’échantillon en

fragments millimétriques.

Lorsque qu’un échantillon est soumis a une Analyse Thermodynamique Différentielle (ATD),
une stabilisation du réseau amorphe est observable par une baisse de 1’enthalpie a une

température dite de transition vitreuse (Tg). Le verre stabilisé est ainsi obtenu.

Si cette température est dépassée, I’agitation thermique devenue trop importante finit par
entrainer la destruction du réseau amorphe en libérant I’énergie de liaison. Ce phénomene est
visible par un pic exothermique sur une analyse ATD, correspondant a la température de
cristallisation (Tc) du composé. Lors du refroidissement, le caractere amorphe du matériau
n’est plus conservé et un nouvel arrangement cristallisé des atomes peut étre observé par

diffraction des rayons X.

Le rétrécissement des porosités lors des étapes de séchage et de thermolyse peut étre limité

par des additifs (cf. page 29).

2.3. Formateurs de réseau vitreux sol-gel

2.3.1. Le silicium

23



Rappels bibliographiques sur les verres bioactifs obtenus par fusion classique et leurs synthéses par voie sol-gel

De nombreux auteurs introduisent le silicium sous forme de TétraEthylOrthoSilicate (TEOS)
[21-22]. Moins fréquemment, le TétraMéthylOrthoSilicate ou TMOS [23] est utilisé comme

précurseur.

L’utilisation de 1’'un ou 1’autre de ces alcoolates comme source de silicium se base sur la
nature du solvant utilis¢ (méthanol ou éthanol). Cependant, les conditions d’obtention des gels
avec ces deux précurseurs ne sont pas similaires : les études menées par C.J. Brinker et al.
[24] montrent que ces deux alcoolates influent de fagon différente sur la cinétique de

formation du gel.

En effet, une grande partie des réactions d’hydrolyse-condensation qui se déroulent lors d’une
gélification sont de type substitution nucléophile du second ordre (SN2). La longueur des
chaines carbonées des substituants organiques des alcoolates va alors avoir une influence sur
la réactivité, tout comme la configuration électronique de I’atome de silicium central. Ce
dernier parametre est régi par le pH du milieu réactionnel. L’influence des substituants du

silicium sera étudiée au paragraphe 4.2.6. (cf. page 40)

Dans le domaine des verres bioactifs obtenus par voie sol-gel, M. Catauro et al. ont préparé
un bioverre ternaire SiO, — CaO — Na,O dopé a l’argent en utilisant du TMOS comme
précurseur du silicium [25]. De méme, les travaux de A. Martinez et al. montrent que
I’utilisation du TEOS permet d’obtenir des verres [26] bioactifs par immersion dans du fluide

physiologique simulé.

L’analyse des résultats conclut que I’utilisation de ces organométalliques permet d’obtenir
avec succes des verres de compositions tres variées. Cette relative liberté est appliquée avec
intérét dans le domaine des bioverres : il est possible d’obtenir des verres dans des domaines
de compositions plus larges que ceux envisageables avec la méthode par fusion classique. En

effet, lors de la trempe du verre, la cristallisation de composés non désirés peut apparaitre [5].

La faculté intéressante des alcoolates métalliques est de pouvoir s’hydrolyser facilement en
présence d’eau, par des réactions thermodynamiquement favorables. Le TEOS possede quatre
groupements éthanolate substituant le silicium. Entre un et quatre de ces groupements peuvent
donc étre hydrolysés, en fonction de I’avancement de la réaction. Ces réactions conduisent

donc a la formation de molécules de Si(OH), plus ou moins substituées qui deviennent les
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briques d’un gel de silice. La condensation de ces briques en un gel amorphe est également
possible. Cependant, la cinétique de toutes ces réactions en 1’absence de catalyseur est longue,

atteignant plus de 1000 heures pour le TEOS [27].

La réaction d’hydrolyse spontanée du TEOS avec 1’eau est représentée sur la figure I-I-13 :

H
OFt A /\ OFt 0
H \/\l o ot | mo—dom 4 EtOH
G- --—Si—-
/O/ + EtO Si OEt— /\ <~ |
H I EtO-" \ !
OFEt OEt OEt

Figure I-1-13 : Auto-hydrolyse du TEOS.

La réaction peut étre accélérée par I’usage d’un catalyseur. Il peut étre de nature acide ou
basique, ou bien étre un ion ou une molécule influencant les réactions élémentaires de
I’hydrolyse.

Les réactions de condensation, responsables de la densification progressive du gel, peuvent
étre de deux types :

- D’oxolation, dont le mécanisme est résumé sur la figure I-I-14, combine deux
groupements hydrolysés de 1’alcoolate pour former une molécule d’eau et une liaison
Si-O-Si,

- 1’alcoxolation combine quant a elle des groupements hydrolysés et non hydrolysés de
’alcoolate afin d’obtenir une molécule d’alcool et une liaison silane. Le mécanisme de

cette réaction est résumé a la figure I-1-15.

o /o~ M OH H OFEt OEt OEt
i | L I |
EtO--—Si—- OEt + EtO--—Si—-OEt ——— EtO--—Si—- \-—?I—-OEt = EtO--—?i—-O-—?I—-OEt + H,0O
| |

et et OFEt OEt OEt OEt

Figure I-I-14 : Réaction d’oxolation.
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Figure I-I-15 : Réaction alcoxolation.

2.3.2. Le phosphore

En plus d’étre un formateur de réseau vitreux, le phosphore est un élément fondamental pour
I’activité biologique de I'implant et un composant majoritaire de 1’os avec le calcium.
L’oxyde de phosphore P,Os est un élément formateur de réseau vitreux avec le silicium dans

le cas de mélange de ces deux oxydes ou de dopage d’une composition.

La grande majorité des auteurs emploient couramment le TriEthylPhosphate (TEP) et plus
rarement 1’acide phosphorique [28]. M. Elisa et al. [29] ont notamment réalisé un verre de

silice-phosphore par voie sol gel.

L’hydrolyse du TEP peut se produire en milieu acide ou basique, a 1’aide des catalyseurs de
mémes noms. La littérature n’a pas renseigné d’autres catalyseurs originaux mais la chimie
des organométalliques est complexe. Il est fort probable que tout bon nucléophile comme le
fluor puisse catalyser la réaction a I’instar de I’ion OH™ avec le TEOS, dans le mécanisme

présenté a la figure I-1-19 (cf. page 35).

La réaction d’auto-hydrolyse du TEP, est visible sur la figure I-I-16. Le phosphore étant
entouré par trois groupements éthanolate, il est possible de 1’hydrolyser entre une et trois fois

suivant I’avancement des réactions.

OFt \aY. §0)Et o
H\ \/\l H=O~. N |
/o/ + /P\ —_— — ’/P\\\ + EtOH
H EtO’ “OEt eto-” EtO” OFEt

Figure I-1-16 : Auto-hydrolyse du TEP.
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Pour conclure, I'utilisation du TEOS et du TEP comme précurseurs de la silice et du
phosphore permet d’apres les différents auteurs d’obtenir des bioverres par voie sol-gel. Il
faudra cependant tester les différentes voies catalytiques afin de déterminer les parametres de
syntheése permettant d’introduire avec succes les modificateurs de réseaux dans une structure

finale amorphe.

2.4. Modificateurs de réseau

2.4.1. Le sodium

Elément habituellement spectateur dans la classification, le sodium est aussi, comme |’ont

montré I. Lebecq et al. [6], un élément indispensable a une bonne bioactivité des verres.

Avec la méthode traditionnelle de fusion et trempe des oxydes, le sodium intervient comme
modificateur de réseau : son oxyde est Na,O. Sa présence permet d’abaisser la température
d’¢laboration des verres, il joue le role de fondant. La silice permet d’obtenir un verre mais
son point de fusion est tres élevé (1730°C). En ajoutant des fondants comme le sodium, la
température de synthese est abaissée a 1400°C.

L’ajout d’un oxyde de sodium provoque également la rupture d’une liaison Si-O et
I’apparition d’un oxygene non-pontant. Cela a pour conséquence de fragiliser le réseau et

d’augmenter sa solubilité dans les milieux aqueux.

Dans le cadre d’une immersion dans le SBF de bioverres contenant du sodium [5], il est
possible de remarquer plusieurs points montrant I’avantage de cet élément :
- le sodium permet une mise en solution plus rapide des verres. Ceux-ci forment alors
un gel de silice plus rapidement,
- le gel devient favorable au dépot de CaP amorphe qui subit ensuite une nucléation

rapide pour devenir de ’'HAC néoformée.
Dans un procédé sol-gel, le sodium peut tre introduit par plusieurs catégories de précurseurs.

Les précurseurs minéraux, tel que le nitrate de sodium (NaNOj), ne permettent pas d’inclure

le sodium de facon stable dans le cas de binaire Si0, — Na,O [30].
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L’utilisation de ces mémes réactifs dans le cadre de compositions plus complexes, comme des
systémes quaternaires, n’est pas favorable pour 1’obtention d’un verre amorphe stable [31].
Une explication probable provient de I’environnement présent dans le sol. La nature labile du
sodium dans les liaisons silanes 1’emporte en présence de tout anion ayant une affinité
chimique plus forte. C’est le cas pour les nitrates et les chlorures, par exemple.

Lors de la maturation et du séchage du gel, la diffusion du sodium ionique au travers des
porosités du matériau favorise une rencontre avec les anions présents. L’évaporation du
solvant entraine une précipitation de sels de sodium, qui implique [’obtention d’une

vitrocéramique.

Des précurseurs organiques, tel que 1’acétate de sodium, peuvent étre utilisés. Les résultats
obtenus avec ces précurseurs organiques sont meilleurs que ceux obtenus avec leurs
homologues minéraux, des molécules plus grandes et moins polarisées favoriseraient moins

de mouvements ioniques dans le gel [32].

Les alcoolates de sodium, sous forme méthyl ou éthyl, sont aussi employés comme
précurseurs. Leur utilisation est citée par R. Puyané et al. [33] dans le cadre de la formation
d’un verre de composition molaire 87 SiO,-13 Na,O. Comme tous les alcoolates, ils peuvent
étre hydrolysés puis condensés avec d’autres alcoolates présents dans 1’environnement

chimique.

2.4.2. Le calcium

Le calcium est un élément essentiel des verres : il est employé depuis le moyen-age comme
stabilisateur de réseau. Son oxyde est CaO. Il introduit des oxygenes non pontants mais il est
réticulant grice a sa double charge positive, ce qui a pour conséquence une stabilisation du
verre. Celui-ci sera alors plus résistant aux attaques chimiques comme, par exemple, une

dissolution par I’eau.

Afin d’introduire cet ¢lément dans une composition de bioverres sol-gel, divers précurseurs

sont utilisés dans la littérature.

e [es sels minéraux :
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Les carbonates et les nitrates de calcium sont couramment employés dans le cadre de synthese
sol-gel [34]. Les sels minéraux ont I’avantage d’étre plus solubles que les autres précurseurs
du calcium. Les nitrates sont couramment utilisés du fait de leur instabilité thermique : ils sont
de ce fait facilement éliminés lors de la thermolyse [35].

Cependant, leur utilisation dans le cadre de compositions quaternaires provoque des

problemes de cristallisation avec le sodium notamment [36].

e Les sels organiques :

L’utilisation d’acétate de calcium par certains auteurs semble donner lieu a des verres [37].
Les alcoolates de calcium sont également utilisables lors de syntheses sol-gel [38]. Apres une
hydrolyse préalable, ils possédent la capacité de s’intégrer dans le réseau du gel en condensant

avec les formateurs.

Ainsi, 'utilisation de précurseurs minéraux ne permet pas d’insérer de fagon stable les
¢léments modificateurs dans le cadre d’une synthese sol-gel dans un systeéme quaternaire
Si0,-Ca0-Na,O-P,0s. L’obtention des bioverres parfaitement amorphes semble, au contraire,
possible avec I’'utilisation de précurseurs organiques, cependant plus onéreux que leurs

homologues minéraux.

2.5. Dopants

11 est possible d’intégrer d’autres éléments dans la composition du bioverre, dans le but de lui
apporter une ou plusieurs fonctions supplémentaires. Avec de faibles proportions, par rapport
au formateur et modificateur de réseau dans la composition globale, ces éléments seront
qualifiés de dopants.

Il est possible d’apporter des fonctions antibactériennes avec des €léments comme I’argent, le
magnésium ou le zinc [39-41]. Lors de la synthese sol-gel, les éléments dopants peuvent €tre
apportés par des précurseurs minéraux (nitrates, carbonates, ...) ou également par des

précurseurs organiques (acétates).

3. Additifs
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La réactivité chimique et les propriétés mécaniques des verres sol-gel peuvent €tre influencées
par I’ajout dans le sol de divers additifs :
- les complexants des modificateurs qui vont déplacer la limite de solubilité dans le
solvant d’un ou de plusieurs éléments comme le calcium par exemple,
- les plastifiants du réseau amorphe qui augmentent la flexibilité du réseau une fois le
gel formé,
- les tensio-actifs qui réduisent la tension capillaire lors de la synérése et minimisent

alors le risque de fracturation de I’échantillon par effondrement.

3.1. Complexants

Les complexants permettent de créer des complexes qui vont modifier la solubilité¢ d’un

élément chimique dans le solvant.

Dans les sols, la dispersion ou la dissolution des précurseurs doit étre la plus parfaite possible
afin de conserver le caractere amorphe lors du séchage du gel.
De plus, il n’est pas possible d’augmenter indéfiniment le volume de solvant mis en ceuvre

pour la synthese sol-gel. Il faut pouvoir conserver une densité élevée une fois le gel séché.

Les complexants permettent d’obtenir un verre plus dense et bien amorphe, en diminuant la
quantité de solvant a mettre en ceuvre pour que la dissolution des précurseurs soit effective.
Un autre effet positif de l’ajout de complexants est I’augmentation des domaines de
compositions réalisables. Par contre, les complexants peuvent étre difficiles a éliminer lors du
traitement thermique final. Il faut donc veiller a ce que les composés chimiques utilisés soient

non toxiques.
Plusieurs familles chimiques de complexants sont utilisables en synthese sol-gel. Il semble
que les fonctions hydroxyles des polyols et en particulier le glycérol [42] présentent souvent

une bonne affinité avec le solvant et forment des complexes avec les ions bivalents.

3.2. Plastifiants
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Il s’agit en général de molécules organiques avec plusieurs doublets d’¢électrons non liants,
double liaison ou toutes autres fonctions organiques pouvant condenser avec le réseau

amorphe lors de la transition sol-gel.

Les polyols, comme par exemple le glycérol, donnent des résultats satisfaisants comme
plastifiants [42-43]. La molécule de glycérol possede une chaine a 3 carbones, chacun étant
substitué par un groupement alcool. Les alcools ont la capacité de s’hydrolyser tout comme

les formateurs de réseau sol-gel (TEOS, ...) et de se condenser avec le réseau amorphe.

Le résultat de cette intégration est ’apparition, dans le gel, de liaisons entre le silicium et le
carbone. Les liaisons carbonées sont plus souples que les liaisons du silicium, c’est ce qui
provoque l’effet plastifiant. Cet effet est limité en température avec des molécules
organiques : lors de la thermolyse finale, celles-ci sont détruites par 1’oxygeéne a basse
température (2 partir de 100°C). Le départ du carbone détruit I’effet plastifiant et fragilise
fortement le verre. L’échantillon perd alors de sa solidité et son aspect initial, par destruction

des liaisons silicium-carbone.

En modulant la quantité de plastifiant employée lors de la synthese, il est possible d’utiliser ce

désagrément comme générateur de porosité dans le verre [44].

3.3. Tensioactifs

Les gels soumis au séchage et au vieillissement présentent de nombreuses fissurations, dues
au mécanisme de synérese. Celles-ci vont inéluctablement grandir et se propager dans le
matériau vieillissant, ne permettant pas d’obtenir des échantillons massifs stabilisés de grande
dimension.

Les tensioactifs possedent la propriété de diminuer efficacement les forces capillaires
responsables des effondrements pore a pore du gel lors du séchage [45]. Tout comme les

autres additifs, ils peuvent étre difficiles a éliminer lors de la thermolyse.

4. Cinétique de formations des gels

4.1. Catalyses
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Les catalyseurs communément rencontrés en synthese sol-gel sont des acides forts, des bases
fortes ou encore le cas particulier de 1’acide acétique.

Le tableau I-I-2 donne les temps de gélification du TEOS en fonction du catalyseur [46].

Catalyseur Mole d’acide ou de base par mole de TEOS | pH initial | Temps de gélification (heures)
HF 0,05 1,90 12
HC1 0,05 <0,05 92
HNO; 0,05 <0,05 100
H,SO, 0,05 <0,05 106
CH;COOH 0,05 3,70 72
NH,OH 0,05 9,95 107
Sans catalyseur - 5,00 1000

Tableau I-1-2 : Temps de gélification du TEOS en fonction du catalyseur.

On peut distinguer différents domaines de temps de gélification. L’acide fluorhydrique (HF)
permet d’obtenir le gel le plus rapidement (12 heures). Ensuite, vient 1’acide acétique avec 72
heures. Enfin, il y a les autres acides forts (92 - 106 heures) et une base (I’ammoniaque,
NH4OH) avec 107 heures pour obtenir le gel.

Pour expliquer ces observations, chaque type de catalyseur est détaillé dans les paragraphes

suivants.

4.1.1. Acides Forts

L’usage d’acides forts comme agents d’hydrolyse de 1’alcoolate de silicium est régulierement

cité [47]. Ce sont les protons qui activent la réaction.
L’hydrolyse du TEOS en milieu acide se déroule suivant le mécanisme visible a la figure I-1-

17. La mauvaise stabilité¢ de I’intermédiaire réactionnel positif formé implique que la matiére

premiere n’est jamais totalement hydrolysée.
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Figure I-I-17 : Mécanisme de catalyse acide du TEOS.

Le taux d’hydrolyse partiel du précurseur a une conséquence sur la structure des agrégats se
condensant dans le sol : les molécules du TEOS s’alignent sur une structure lin€aire, proche
de ce que I’on peut observer pour une polymérisation classique en chimie organique [48].

Les chaines grandissent dans le sol avec le temps et deviennent de plus en plus longues. Le
point de gel est atteint lorsque les chaines finissent par s’enchevétrer les unes dans les autres :

le réseau vitreux se forme et se densifie.

M. Laczka et al. [49] ont utilisé 1’acide chlorhydrique (HCI) afin de catalyser la formation
d’un gel quaternaire. La composition est, dans un premier temps, un ternaire 35 % SiO, — 54
9% CaO — 6 % P,0s (% molaire). Cinq compositions quaternaires sont créées par 1’addition de
5% de bore, de magnésium, de sodium, d’aluminium ou de fluor respectivement.

Leurs travaux permettent de mettre en lumiere 1’influence de cet acide sur la cinétique de
formation d’un gel avec le TEOS. La pluralit¢ des compositions mises en ceuvre vérifie
I’influence de 1’acide avec plusieurs précurseurs modificateurs. L’effet catalyseur est vérifié
pour les cing compositions.

Cependant, les résultats de la diffraction X montrent I’obtention de céramiques pour les cinq
échantillons préparés. Ainsi, la catalyse par HCI ne permet peut-étre pas d’obtenir des verres

avec des compositions quaternaires pauvres en silice.

L’acide nitrique (HNO3) est aussi communément employé comme agent d’hydrolyse.
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M. Mami et al. [50] I’ont utilisé avec le TEOS en vue de former un ternaire de composition
molaire 60 % SiO, — 35 % CaO — 5 % P,0s.

L’interprétation des résultats indique que 1’utilisation de cet acide comme catalyseur ne
permet d’obtenir, dans ce cas précis, qu'un composé de morphologie finale de type
vitrocéramique, au lieu du verre attendu. L’acide nitrique (HNO;3) ne semble pas étre le

catalyseur idéal pour la synthese des verres ternaires méme avec 60 % molaires de silice.

HF est un cas particulier, c’est un acide assez fort (pk,=3,17) mais il est capable de réaliser la

catalyse également par le fluorure (cf. page 36).

4.1.2. Catalyse par I’acide acétique

L’addition d’acide acétique dans le sol raccourcit le temps de gélification du TEOS. La
cinétique de gélification devient rapide, de méme ordre que celle observée avec les acides
forts (voir tableau I-1-2). Une autre réaction intervient entre 1’acide acétique et le TEOS. En
effet, la quantité de protons libérés dans le milieu est moindre qu’avec un acide fort. C’est la
fonction hydroxyle qui intervient dans le mécanisme et augmente la vitesse de réaction.

Le mécanisme de la réaction est visible sur la figure I-I-18. La réaction de 1’acide acétique
avec le TEOS conduit a la formation d’un ester de silyle. Cet intermédiaire a la capacité de
réagir facilement avec une fonction alcool pour finalement obtenir un silanol (Si-OH). Les
protons, H", ne jouent pas de rdle dans ces mécanismes, rendant la catalyse par I’acide

acétique indépendante du pH [46].
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Figure I-I-18 : Mécanisme d’hydrolyse par I’acide acétique.
4.1.3. Catalyse basique

La catalyse par les acides forts ne permet pas toujours d’obtenir un verre dans le cas de
composition supérieure au ternaire. La catalyse basique constitue une alternative.

Les réactions attendues avec le TEOS sont présentées sur la figure I-1-19 :
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Figure I-I-19 : Mécanisme de catalyse basique du TEOS.

L’analyse du mécanisme permet de remarquer que :
- I’ion hydroxyle agit comme nucléophile. Etant plus réactif que 1’eau, la formation de
I’intermédiaire est assurée et ’hydrolyse est accélérée,
- Dl’intermédiaire réactionnel est négatif, ce qui accroit sa stabilité.

Cependant, cette voie de synthese est depuis longtemps considérée comme difficile a

contrdler [51].
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En effet, la réaction d’hydrolyse étant massive et rapide, les réactions de condensation seront
elles aussi dotées d’une cinétique importante. Le taux de substitution de 1’atome de silicium
central dans la molécule de TEOS atteint sa valeur maximale de quatre. Les réactions de
condensation se produisent alors dans les trois directions de 1’espace, ce qui conduit a la
formation de sphere de silice macroscopique. La viscosité du gel augmente de facon
importante et le point de gel est vite atteint, par contact des spheres les unes avec les autres

[52].

Les bases ou nucléophiles utilisés peuvent étre variées [46] :
- NH4OH qui permet un temps de gélification de 107h avec le TEOS (cf. tableau I-I-2
page 32). Les autres bases ammoniaquées sont également adaptées,
- les sels d’halogénures (KB, ...)

- les bases fortes traditionnelles sont également utilisables : NaOH, Ca(OH),, ...

Le pH est régulé a 1’aide d’un acide faible et ainsi ralentit significativement les réactions de
condensation. Divers acides tels que ’acide acétique, I’acide phosphorique peuvent étre

utilisés expérimentalement, rendant intéressante I’exploration de la voie basique [53].

4.1.4. Catalyse par les fluorures

L’acte catalytique du fluor repose sur le méme mécanisme que celui des bases, a la seule
différence que I’ion F remplace OH en tant que nucléophile. Cela permet, en outre, a la

réaction d’hydrolyse d’étre indépendante du pH.

L’acide fluorhydrique est souvent utilis¢ comme précurseur du fluor. Il permet une
gélification rapide (12 heures, cf. tableau I-I-2 page 32). On note également I’emploi

d’halogénure de potassium KF mais aussi NaF et NH4F.

L’ion fluorure est d’une taille similaire a 1’ion hydroxyde et possede lui aussi la capacité
d’augmenter la coordination du silicium. Celle-ci est normalement de quatre, mais la réaction

avec I’ion forme un intermédiaire réactionnel penta-coordonné [54].

Par contre, le fluor présente une certaine toxicité qui peut rendre délicat son usage vis-a-vis

d’une industrialisation. Cependant, un léger dopage des bioverres par du fluor permet a la
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structure préparée d’acquérir des propriétés antibactériennes [55] idéalement acquises sans

nuire a I’activité biologique voulue du bioverre.

De par leur caractere nucléophile et leur électronégativité, les fluorures sont les catalyseurs les

plus efficaces vis-a-vis de la gélification.

4.2. Autres parametres cinétiques

Hormis le choix du catalyseur, d’autres parametres peuvent influencer les vitesses des
réactions d’hydrolyse et de condensation. Ces parametres sont :

- le pH (nature du catalyseur),

- Dapport d’eau,

- la température,

- la concentration en ions et alcoolates dans le milieu,

- le solvant.

4.2.1. Le pH

La Figure I-I-20 montre I’évolution de la vitesse des réactions d’hydrolyse et de condensation

pour le TEOS en fonction du pH du sol.
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Figure I-1-20 : Evolution des vitesses de réaction en fonction du pH.

L’analyse de cette figure montre que la vitesse d’hydrolyse est maximale pour des pH trés

acides ou tres basiques, mais faible a pH neutre. Inversement, les réactions de condensation ne
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sont a vitesse maximale que lorsque le pH est neutre. I est donc possible de faire varier la

cinétique de formation d’un gel en modifiant le ph du sol.

4.2.2. L’apport d’eau

L’apport d’eau dans le solvant organique influence également la cinétique et la structure
finale des gels obtenus. Suivant le caractére acide ou basique du milieu, I’eau joue différents
roles [56] :
- sous condition acide, la concentration en eau influence les mécanismes des réactions
d’hydrolyse au premier ordre.
- en milieu basique, I’eau n’intervient pas dans les mécanismes, la vitesse de réaction est

d’ordre zéro, donc indépendante par rapport a la concentration en H,O dans le milieu.

4.2.3. La nature du solvant

I. Artaki et al. [57] ont étudié la cinétique des réactions de condensation des formateurs de
réseaux sol-gel. Omettant volontairement 1’addition de catalyseur dans le milieu, ils ont utilisé
trois types de solvants afin d’étudier I’influence du milieu sur les réactions en présence.
Ils ont comparé :

- les solvants protiques et polaires (méthanol, formamide),

- les solvants aprotiques et polaires (diméthylformamide, acétonitrile),

- les solvants aprotiques et apolaires (dioxane).

En catalyse acide, les solvants les plus favorables a la formation des intermédiaires sont les
solvants polaires et protiques. En effet, ils forment avec les intermédiaires réactionnels des
liaisons hydrogenes, ce qui les stabilise.

Malheureusement, en catalyse basique, ils protonent les nucléophiles ce qui inhibe leur
réactivité. Les solvants adaptés qui stabiliseraient 1’état de transition chargé du silicium et qui
seraient favorables a la dissolution des réactifs, seraient alors les solvants aprotiques polaires.
Les plus mauvais solvants sont les aprotiques apolaires : les catalyseurs et précurseurs y sont

mal dissous.

I. Artaki et al. [57] ont également montré que la structure des réseaux créés était différente

selon le solvant. Les solvants polaires impliquent un enchainement des liaisons Si-O-Si sous
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forme linéaire alors que les solvants apolaires favorisent la formation d’amas sphériques. Les

porosités varient apres le séchage.

4.2.4. La température

La température exerce également une influence sur les réactions d’hydrolyse et de
condensation. Une augmentation de température augmente les vitesses de ces réactions a
toutes les étapes de la gélification, de la préparation du sol jusqu’au séchage. Il est donc
possible de ralentir ou d’accélérer la formation du gel en agissant sur un parametre physique
(la température), et de ne pas utiliser d’artifices chimiques ralentissant ou accélérant la prise

du gel.

4.2.5. La concentration dans le solvant

La concentration en formateur de réseau dans le solvant est un parametre important pour la
cinétique mais aussi pour la morphologie finale du verre obtenu [58]. En effet :

- si la concentration dans le solvant est faible, le temps de gélification devient long. Un
effondrement mécanique du gel en forme de poudre peut €tre observé lors du séchage
du fait de la faible densité atteinte,

- si la concentration est importante, le risque est de ne pas dissoudre ou de ne pas
disperser correctement les constituants du sol par une prise du gel rapide. Ceci peut

entrainer la formation de composés cristallisés lors du séchage.

La concentration en alcoolate influence 1’étape de condensation du sol. Ce phénomene est
facilement expliqué : plus la concentration en alcoolate diminue, plus les molécules sont
éloignées et auront une plus faible probabilité de se rencontrer pour réagir ensemble. De ce
fait, plus la concentration est faible et plus la formation du gel est retardée.

La diminution de la concentration en alcoolate de silicium dans le sol aura pour conséquence
d’augmenter la porosité du gel et de diminuer sa densité lors du séchage.

Afin de réaliser un dépot suffisamment dense, il convient donc de se placer a la limite de

solubilité des différents précurseurs utilisés.

Le cas des agents modificateurs est plus complexe. Généralement introduits sous forme de

poudre dans le solvant, ils introduisent des ions qui vont pouvoir rendre le réseau plus dense.
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Le cas des ions mono et bivalents est différent :

- les ions bivalents ont la possibilité de réticuler la structure pour former le verre, en
diminuant le temps de gélification. En effet, ils organisent les réactions de
condensation autour d’eux grace a leur électronégativité. Ils multiplient ainsi les points
de départs des réactions de condensation.

- les ions monovalents comme le sodium multiplient également les points de
germination des condensats, mais contrairement aux ions bivalents, ils ne peuvent pas
relier physiquement deux amas entre eux du fait de leur unique charge. Une
concentration trop €levée en sodium, par exemple, pourra former rapidement des amas

qui resteront de taille réduite et ne formant pas un gel.

4.2.6. Influence des substituants de 1’alcoolate

L’étape de formation du gel repose sur des réactions d’hydrolyse et de condensation.
Cependant, pour amorcer favorablement la formation des intermédiaires réactionnels, il faut
que I’atome central de 1’alcoolate soit accessible. Cette accessibilité dépendra donc de la
densité du nuage électronique du silicium mais aussi de I’encombrement stérique autour de ce
méme atome central.

Les substituants du silicium vont influencer ces deux parametres [59]. Les groupements
substituants vont plus ou moins encombrer 1’atome central suivant leur taille, ce qui modifie
I’encombrement stérique.

Leur caractere donneur (nucléophile) ou attracteur (électrophile) d’électrons va enrichir ou
appauvrir le nuage électronique de I’atome central, ce qui modifie la densité du nuage

électronique.

Les intermédiaires réactionnels n’ayant pas la méme charge suivant les conditions de pH, les
effets cinétiques seront donc différents :

- en milieu acide, I’activation se produit sur 1’atome d’oxygene d’un des quatre
groupements alcoolates qui sont de bons électrophiles. La basicit¢ de 1’oxygene et
donc sa réactivité vis-a-vis des protons acides, est fortement liée a la disponibilité
d’¢électrons sur le silicium. Tout autre substituant voisin de 1’alcoolate qui va posséder
un effet donneur d’¢lectrons, va augmenter la densité électronique du silicium et ainsi

augmenter la réactivité de 1’oxygeéne du groupement alcoolate,
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- la réaction d’hydrolyse, en milieu basique, est activée par I’attaque d’un nucléophile
(OH, F) sur le silicium. Il est facile d’imaginer que plus les substituants exerceront un
effet attracteur d’électrons important, plus le déficit en électrons sur silicium central

sera fort. Ce phénomene facilitera la réactivité vis-a-vis des nucléophiles.

En résumé, les substituants du silicium qui posseédent un caractere inductif donneur
d’¢lectrons accéléreront la réaction d’hydrolyse en milieu acide. Les substituants qui se dotent
d’un caractére inductif attracteur d’électrons augmenteront la cinétique de la réaction en

milieu basique.

Spécifiquement, le TEOS est totalement substitué par des groupements alcoolates possédant
un pouvoir inductif attracteur d’électrons. Le déficit en électrons sur le silicium central est
alors important, le TEOS atteint ainsi tres rapidement le point de gel en milieu basique.

La vitesse de réaction du TEOS en milieu acide est plus faible du fait de 1’absence de
groupements donneurs d’électrons. Dans ces conditions, la vitesse des réactions d’hydrolyse

est plus faible que la vitesse des réactions de condensation.

La réactivit¢é du TMOS suit le méme raisonnement. Substitué par des groupements
méthanolates, le silicium est un peu plus électronégatif qu’avec les groupements éthanolates
du TEOS, du fait d’un effet attracteur de I’oxygene un peu plus faible. La cinétique de
gélification en milieu acide est donc plus rapide pour le TMOS que pour le TEOS. En milieu
basique, le raisonnement inverse est a tenir : ’oxygene étant moins attracteur, la réactivité de

[’atome de silicium central sera affaiblie.

Il est possible de modifier la réactivé du TEOS ou du TMOS par substitution d’un ou
plusieurs groupements alcoolates [60] (fonctions insaturées, fonctions acryliques, fonctions

époxydes, fonctions amines...).

Cette étude bibliographique permet d’éclaircir plusieurs points essentiels a la mise en place de
syntheses de verres bioactifs sol-gel. Ces manipulations sont décrites dans la deuxieme partie

de ce chapitre.
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La bioactivité est définie comme étant I’apparition a la surface d’un verre d’une couche
d’HAC lorsque celui-ci est immergé in vitro ou in vivo. 1l est alors possible de caractériser
cette couche en mesurant son temps d’apparition et son épaisseur. Deux compositions de
bioverres intéressantes dans le systeme SiO,-CaO-Na,O-P,0s sont établies :

- la composition 45S5® de L.L. Hench, qui est la référence des verres bioactifs,

- 1le 47Q de C.Duée et al. qui permet d’obtenir la couche d’HAC plus rapidement que le

45S5 (environ trois heures contre huit heures). La couche est aussi plus épaisse (30

pm).

Les éléments formateurs des verres, le silicium et le phosphore, doivent €tre insérés avec des
molécules qui ont la capacité de se condenser en voie liquide pour former un matériau
amorphe. Cela est possible avec les alcoolates de silicium et de phosphore. Le choix a été fait
d’utiliser le TEOS (TétraEthylOrthoSilicate) comme précurseur du silicium et le TEP

(TriEthylPhosphate) pour introduire le phosphore.

Les modificateurs, le sodium et le calcium, peuvent étre amenés dans les compositions sol-gel
par ’intermédiaire de plusieurs catégories de précurseurs :
- les précurseurs minéraux, tels que les nitrates ou les chlorures.
- les précurseurs alcoolates, comme le diméthanolate de calcium ou 1’éthanolate de
sodium
- les autres précuseurs organiques, qui peuvent étre par exemple des acétates de calcium

et de sodium.

Les compositions 45S5 et 47Q sont inversées, c'est-a-dire qu’elles contiennent plus
d’¢léments modificateurs que de formateurs. 11 faut donc étre attentif au choix des
précurseurs, car ces verres présentent un risque de cristallisation important. Pour diminuer ce
risque, il est possible d’introduire des molécules qui forment des complexes avec le calcium

par exemple. C’est le cas du glycérol, qui a été également utilisé.
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Syntheses de verres sol-gel bioactifs dans les domaines SiO; - CaO - P,0s et SiO, - CaO - Na,O - P,0s

Cette partie présente les différents procédés de syntheses sol-gel mis au point durant cette
étude. Dans un premier temps, des analyses de diffractions des rayons X sont réalisées sur

chacun des matériaux obtenus pour déterminer s’il s’agit d’un verre ou d’une vitrocéramique.

Si un verre est obtenu, le procédé est validé et 1’étude est poursuivie par des analyses
thermiques et de spectroscopie Infra-Rouge. Des essais d’immersion dans le SBF sont
également réalisés pour déterminer si les verres sol-gel peuvent étre qualifiés de verres

bioactifs.

Comme 1’étude bibliographique 1’a montré, il est possible d’insérer les précurseurs des
modificateurs (calcium et sodium) sous trois formes :

- les précurseurs minéraux

- les alcoolates

- les précurseurs organiques

11 est également possible d’utiliser des complexant du calcium, comme le glycérol.

1. Essais de synthéses de verres sol-gel dans le systéme Si0Q,-CaO-P,0s et SiQ,-CaO-

Na,O-P,0s a ’aide de modificateurs minéraux

1.1. Considérations théoriques

Un verre réalisé dans le cadre de la these de C. Duée est particulierement intéressant en
matiere de verre bioactif. Il est obtenu par fusion classique et forme une fois immergé dans le
SBF (in vitro) une couche d’HAC d’environ 30 pm d’épaisseur a sa surface. Cette couche se

forme en 2h30 [1].

La réactivité de ce bioverre est expliquée par la présence de deux parametres importants. En
effet, il est composé en pourcentage molaire, de 47% de SiO,, 26,5% de CaO, 21,5% de
NayO et 5% de P,0s. Il s’agit d’un verre inversé, c’est-a-dire un verre contenant qu’une part
moins de 50% molaire en SiO, dans sa composition et d’autre part il contient du sodium. II est
donc facilement soluble dans les milieux aqueux. La présence du sodium favorise la

formation du dép6t d’HAC a la surface du bioverre.
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Des syntheses sol-gel de bioverres peuvent étre réalisées a 1’aide de précurseurs minéraux tels
que des sels chlorés ou nitrés de calcium ou de sodium. Cependant, les compositions dans la
littérature ne sont pas des verres inversés [2], ou bien elles ne comportent pas de sodium [3].
Les auteurs de ces études ne précisent pas s’il est possible d’étendre les compositions
obtenues vers des verres inversés quaternaires du systeme SiO,-Ca0-Na,O-P,0s. Il s’agit
donc de déterminer s’il est possible de préparer un verre inversé en utilisant des modificateurs

de réseaux de nature minérale.

Il est nécessaire d’obtenir un verre et non une vitrocéramique afin de bénéficier de la
bioactivit¢ maximale [4]. En effet, la cristallisation d’un verre a haute température est
observée par I’apparition d’un silicate cristallisé substitu¢ par du calcium et du sodium,
comme la Combéite High [5], par exemple. Ces composés stables ne sont pas réactifs et ne

participent donc pas a la formation d’apatites a la surface du bioverre.

Pour obtenir un composé parfaitement amorphe par voie sol-gel, les poudres des précurseurs
des sols doivent étre parfaitement dissoutes dans le solvant, ou elles doivent se présenter sous
forme de nanoparticules en suspension dans le sol [6]. Pour assurer une bonne dissolution, les
auteurs discernent deux possibilités de synthese : une voie utilisant un solvant constitué¢ d’un

alcool pur [7] ou bien une autre utilisant un mélange eau-alcool [8].

1.2. Compositions réalisées

La composition du bioverre de C. Duée [1] est reproduite par voie sol-gel. Cette composition
de verre est notée 47Q, Q signifiant un systéme quaternaire. La composition de ce verre 47Q

est 47% de Si0,, 26,5% de Ca0, 21,5% de Na,O et 5% de P,0Os (pourcentages molaire).

Une composition ternaire molaire comprenant 47 % SiO, - 48 % CaO - 5 % P,Os est
¢galement réalisée afin d’évaluer I’influence du sodium dans les gels. Il y a 48 % de CaO
pour reprendre les (26,5 % + 21,5 %) de modificateurs de la composition quaternaire. En
effet, le sodium est un élément facilement mobile et sa présence peut entrainer la formation de
précipités pendant le s€chage. La présence de ces éventuelles phases cristallisées dans les gels
n’est pas souhaitable car 1’étape de stabilisation a plus haute température conduira a la
formation d’une vitrocéramique et non a celle d’un verre. Ce verre est noté 47T, 47 pour le

pourcentage molaire en silice et T en référence au systéme ternaire.
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Cette composition est difficile a réaliser avec la méthode par fusion classique car sa
température de fusion est proche de celle de la silice pure, soit environ 1600°C. Cette valeur
est supérieure a la température maximale atteignable pour les fours €lectriques du laboratoire.
Le sodium est en effet un élément jouant le role de fondant, ce qui le rend indispensable a la

réalisation de verre a des températures plus accessibles (1400°C).

La plupart des auteurs de travaux sur les bioverres sol-gel utilisent des sels minéraux de
nitrates pour introduire le calcium [9] et le sodium [10] dans les sols. Il semble donc

intéressant de réaliser les compositions 47T et 47Q avec ces précurseurs.

La catalyse des sols a base de nitrates de calcium est assurée par de 1’acide nitrique [11]. Un
autre catalyseur est régulierement utilisé : 1’acide chlorhydrique [12]. Pour introduire le méme

anion dans les sols, le chlorure de calcium remplace le nitrate pour la réalisation de ces sols.

Pour les deux compositions, deux types de précurseurs du calcium sont donc testés : du nitrate
de calcium et du chlorure de calcium. Pour les compositions quaternaires 47Q, le sodium est
apporté par du nitrate de sodium [2].

Les compositions sont renommées avec un suffixe qui indique le procédé par lequel elles ont
été obtenues : -NOj; pour les compositions a base de nitrate de calcium et d’acide nitrique et —
Cl pour celles a base de CaCl, et d’acide chlorhydrique. Les précurseurs sont dissous soit
dans un alcool pur, ce qui constitue la voie A, ou bien dans un mélange 50% eau 50% alcool

noté voie B. Le tableau I-II-1 résume les compositions réalisées pour chaque voie.

Notation | Précurseur du calcium | Précurseur du sodium | Catalyseur
47Q-NO; Nitrate de Sodium
Nitrate de Calcium HNO;
47T-NO;
47Q-Cl1 Nitrate de Sodium
Chlorure de Calcium HCl
47T-Cl1

Tableau I-II-1 : Compositions réalisées par voies A (alcool) et B (50% eau — 50 % alcool).

1.3. Produits de départ

L’origine et la pureté des précurseurs sont précisées dans le tableau I-11-2.
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Les formateurs de réseau sol-gel employés sont le tétraéthylorthosilicate (TEOS) et le
triéthylphosphate (TEP). Ces deux alcoolates ont la capacité de former un gel puis un verre si

les réactions d’hydrolyses-condensations sont correctement accélérées par un catalyseur.

Dans la littérature, les deux catalyseurs régulierement employés sont I’acide nitrique (HNO3)

[11] et I’acide chlorhydrique (HCI) [12].

Fonction du Pureté /
Nom du produit Formule Masse molaire Fournisseur
précurseur Concentration
Tétraéthyl . ' .
(C,H50).Si 99,999 % 208,33 g.mol’ Aldrich
Formateurs de orthosilicate (TEOS)
réseau Triéthyl phosphate .
(TEP) (C,H50);5P >99.8 % 182,16 g.mol Aldrich
Nitrate de calcium Ca(NOs),, 4H,0O 99 % 236,15 g‘mol'I Aldrich
Modificateurs de - i -
Chlorure de calcium CaCl, 99 % 147,02 g.mol Riedel-de Haén
réseau
Nitrate de sodium NaNO; 99,9 % 84,99 g.mol'] Aldrich
Solvant Meéthanol CH;0H 99,9 % 32 g.mol” Prolabo
Acide chlorhydrique HCl M 36,46 g.mol ' Prolabo
Catalyseurs N
Acide nitrique HNO; 1M 63,01 g.mol Prolabo

Tableau I-1I-2 : Produits de départ.

Le calcium est introduit dans le systéme ternaire et quaternaire sous forme de nitrate et de
chlorure. Dans les compositions quaternaires, le sodium est introduit a I’aide d’un nitrate. Ces
précurseurs sont des poudres : un broyage dans un creuset en agate est préalablement
nécessaire afin de faciliter leur pesée précise ainsi que leur future dissolution. La

concentration des deux catalyseurs HC1 et HNOs est fixée a 1 mol.L.

1.4. Mode opératoire

Dans un premier temps, il convient d’établir la quantité de maticre finale de verre souhaitée
(notée nyerre). Cela permet de fixer la masse de formateurs et de modificateurs nécessaires a la
formation du sol, en correspondance avec la composition molaire du verre. Le volume de

solvant (noté Vvane) a utiliser va également dépendre de nyeyr.. Pour le déterminer, il est

< e . n
intéressant de définir la concentration en verre dans le sol : Cgy) = —=5—

solvant

Dans la littérature, les concentrations en verres dans les sols sont de 1’ordre de 1 mol/L [6].
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Les deux voies de syntheses A et B sont discernables par le mode opératoire employé :
e Voie A : solvant alcool pur.

Avec cette méthode, I’eau et le catalyseur nécessaires a la transformation sol-gel sont ajoutés

en dernier, dans un sol alcoolique.

La méthode est la suivante :
Les formateurs (Si et P) et les modificateurs (Ca et éventuellement Na) sont pesés avec
précision puis mélangés pendant trente minutes dans un bécher contenant du méthanol. Le

volume de méthanol employé correspond exactement a Vsovant. A cette étape, le sol est formé.

Afin d’entrainer la gélification, I’amorcage de I’hydrolyse des formateurs de réseau (TEOS et

TEP) est réalisé en ajoutant une quantité¢ d’eau acidifiée a 1M par HCI ou HNOs.

Le silicium possede une coordinance de 4 et le phosphore une coordinance de 3, 1’eau est
donc ajoutée en quantité stoechiométrique afin que les alcoolates formateurs de réseau
puissent étre totalement hydrolysés. Ceci correspond a une quantité d’eau telle que:

Ny o = Hypps + 3N,
avec Ny, et ng, la quantité de matiere (mol) de TEOS et de TEP dans le sol.

Le volume d’eau a ajouter en millilitre sera donc :

My, MNyp My

Vio = = 20— (4nypps + 3Ny )X18, Pu,o=1 g/mL (masse volumique de ’eau).
Pu,o PH,0

Le gel commence a se former a température ambiante, il devient solide apres 24 heures. Le

bécher est alors placé dans une étuve a 130°C pendant 24 heures au minimum.

e Voie B : solvant eau et alcool.

Les sels modificateurs (Ca et éventuellement Na) sont pesés conformément a la formulation
souhaitée dans un verre de montre puis placés dans un bécher. Ils sont ensuite dissous dans de
I’eau acidifiée a 1 mol/L d’HCI ou HNOs. Le volume est ajusté pour correspondre a la moitié
de Vvan- La solution résultante est maintenue sous agitation magnétique durant trente

minutes, elle forme la partie aqueuse du sol.
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Pendant ce temps, les formateurs de réseau vitreux (Si et P) sont préparés. Ils sont pesés
précisément puis mélangés dans du méthanol pendant trente minutes a I’intérieur d’un bécher.
Le volume de méthanol utilisé correspond a I’autre moiti€¢ de Vojyan, c€ qui permet d’obtenir

la partie alcoolique du sol.

Le sol est formé par I’addition de la partie aqueuse dans le bécher contenant la partie
alcoolique. Les réactions d’hydrolyse-condensation sont amorcées par 1’acide et I’eau
contenus dans la partie aqueuse. Le sol est alors doucement chauffé a 70°C pour accélérer la
formation du gel. Le chauffage est arrété lorsque le gel commence a se former, ce qui
demande environ une heure. La gélification se poursuit a température ambiante durant 24h.
Apres ce délai, un échantillon de gel encore humide est prélevé pour analyse. Le gel restant

est placé 24h dans une étuve a 130°C pour étre analysé une fois sec.

1.5. Analyses

1.5.1. Observations

Apres 24 heures a I’étuve, les deux types de gels se présentent comme une poudre de couleur

blanche, aussi bien pour la voie A ou que pour la voie B.

Les gels se démarquent toutefois par leur aspect physique : les gels secs de la voie B forment
des poudres tres fines alors que les gels issus de la voie A développent des amalgames de
poudre durant le séchage.

1.5.2. Diffractions des rayons X

Les analyses X sont réalisées sur un domaine 20° < 20 < 80° a I’aide du diffractometre X

PanAnalytical X Pert Pro. La figure I-1I-1 présente les diffractogrammes effectués sur les gels

humides obtenus par voie A.
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47Q-Cl

47T-Cl

Intensité (coups)

47Q-NO;

M 47T-NO,

20 30 10 50 60 70 80
20 (degrés)

Figure I-1I-1 : Diffractogrammes des gels humides obtenus par voie A.
L’analyse de la figure I-II-1 permet de remarquer que tous les gels humides préparés par voie
A présentent un massif amorphe bien défini. Le gel 47T-NOj ne présente qu’une légere trace

de cristallisation, trop peu marquée pour étre identifiée.

La figure I-1I-2 représente les diffractogrammes des gels secs obtenus par la voie A.
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Figure I-11-2 : Diffractogrammes des gels séchés a 130°C obtenus par voie A.

Les observations faites sur la figure I-1I-2 permettent de déduire que tous les gels ont
cristallisé durant le séchage. Cependant, les gels nitrés présentent des résultats différents des
gels chlorés. En effet, les gels chlorés sont plus fortement cristallisés que les gels nitrés, et
cette phase varie également en fonction de la composition. La composition ternaire 47T-Cl
voit apparaitre du CaCl, alors que du NaCl est visible sur le diffractogramme de la

composition quaternaire 47Q-CI.
Pour les gels a base de nitrate de calcium, la phase cristalline détectée reste inchangée entre la
composition ternaire 47T-NOj et la composition quaternaire 47Q-NOs : il s’agit de nitrate de

calcium.

Les figures I-11-3 et I-1I-4 présentent les spectres de diffraction des rayons X des échantillons

de la voie B, humides et secs.
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Figure I-1I-3 : Diffractogrammes des gels humides obtenus par voie B.
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Figure I-11-4 : Diffractogrammes des gels séchés a 130°C obtenus par voie B.

Tous les gels humides présentés sur la figure I-1I-3 sont amorphes, indépendamment de la

nature des précurseurs utilisés ou bien de la composition.
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Tout comme sur la figure I-II-2, les observations faites sur la figure I-II-4 montrent qu’une
fois séchés a 130°C, tous les gels présentent sur leur diffractogramme un massif
vitrocéramique ou sont cristallisés. Le gel quaternaire chloré est toujours mieux cristallisé que
les gels nitrés.

La composition ternaire 47T-Cl cristallise sous forme de CaCl, alors que pour la composition
quaternaire 47Q-Cl1 du NaCl apparait.

Le 47T-NO; montre une phase de Ca(NOs3), alors que le 47Q-NOjs est mal cristallisé en une
phase difficile a identifier, mais qui correspond probablement a un début de cristallisation de

Ca(NO3)2.

Les résultats pour les deux voies A et B sont presque identiques. Cependant le massif
amorphe reste plus intense sur les échantillons issus de la voie A que sur les échantillons de la
voie B, ou la cristallisation est plus marquée. Les pics de diffraction correspondent pour tous

les gels nitrés a la formation de cristallites de nitrate de calcium [13].

Les diffractogrammes des gels ternaires et quaternaires synthétisés avec du chlorure de
calcium montrent une intense cristallisation, aussi bien pour la voie A que la voie B.

Dans le cas des gels ternaires, la nature du cristallis€ obtenu est semblable pour les deux
voies, du CaCl, [14] est identifié. Les diffractogrammes des gels quaternaires chlorés
présentent des pics qui montrent la cristallisation de NaCl [15], indépendamment de la

méthode de synthese.

1.6. Discussion

L’analyse des figures I-1I-1 a I-II-4 permet de conclure que les précurseurs minéraux utilisés
ne permettent pas d’obtenir un gel amorphe qui permettra d’obtenir un verre dans un domaine

de composition pauvre en silice.

Des cristallisés de nitrate de calcium sont obtenus pour les gels nitrés 47T-NOs et 47Q-NO3
des voies A et B, ce qui correspond au produit de départ employé.
Cette situation est également observée pour les gels chlorés 47T-Cl préparés par les deux

voies, ou du chlorure de calcium est détecté apres séchage.
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Cependant, la comparaison des diffractogrammes réalisés sur les gels humides avec ceux
mesurés sur les gels séchés a 130°C permet de déduire que la dissolution initiale des
précurseurs dans les sols est complete.

Les précurseurs sont initialement bien dissous mais par la suite lors du séchage des
précipitations se produisent : absentes sur les gels humides, des phases cristallines sont
présentes sur tous les gels séchés. Cette apparition traduit bien la croissance d’un composé

cristallisé lors du séchage des gels.

La nature mobile du sodium est bien mise en évidence dans les gels quaternaire chlorés. La
formation de NaCl montre bien que cet élément cristallise tres facilement avec

I’environnement chimique des gels.

L’utilisation d’un mélange eau-alcool comme solvant permet une meilleure dissolution des
sels mais il y a ensuite dégradation du caractere amorphe des gels secs. L’avantage de ce
mode opératoire est d’assurer une dissolution rapide des sels de calcium et de sodium dans
I’eau, en profitant de sa polarité¢ plus forte que 1’alcool. Les quantités d’eau mises en jeu
rendent indispensable un chauffage pour former rapidement le gel, ce qui dégrade fortement

sa structure lors du séchage.

La dissolution des sels est plus difficile par la voie alcoolique mais les gels secs a 130°C
présentent un massif amorphe plus marqué car la formation du gel s’effectue de fagon plus
douce. Le départ d’un alcool lors du séchage dégrade moins le gel qu’un mélange eau-alcool.

Pour réaliser des compositions de bioverres inversés parfaitement amorphes, il faut donc
augmenter la cohésion entre les éléments modificateurs Ca et Na avec le réseau de silice lors
de la formation gel. Pour conserver cette cohésion lors du séchage, il faut effectuer les

syntheses sol-gel dans un milieu uniquement alcoolique.

Tous ces ¢éléments permettent d’ajuster le procédé de synthése afin de rendre possible

1I’¢laboration d’un verre sol-gel inversé bien amorphe.

2. Syntheéses de bioverres sol-gel a ’aide de précurseurs alcoolates

2.1. Etude de faisabilité
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De par I’obtention de vitrocéramiques et de différentes phases cristallines, 1’utilisation de sels
minéraux comme précurseurs ne permet pas a priori d’envisager la formation d’un gel
amorphe exempt de phases cristallines observées a 1’état sec. Parallelement a la réaction de
polycondensation tridimensionnelle recherchée, les précurseurs minéraux sont le siege de
mécanismes de dissolution-précipitation liés entre autres aux solvants choisis, a la nature et a
la concentration des anions dans le milieu voire a la distribution hétérogene des especes dans
le gel. L’¢étude s’est donc orientée vers I’utilisation d’autres précurseurs du calcium et du
sodium afin de limiter la part des anions qui contribuent au phénomene de précipitation non
souhaité lors du séchage des gels.

Les sels de calcium et de sodium répondant a cette contrainte sont les hydroxydes : Ca(OH),

et NaOH.

Le cas est idéal pour le calcium, car son hydroxyde présente une tres faible solubilité dans le
méthanol. L’ionisation de Ca(OH), en Ca”* et 20H est donc limitée. Il devient alors possible
d’imaginer des réactions de condensation liant directement les formateurs pré-hydrolysés et
les hydroxydes de calcium. La figure I-II-5 présente le mécanisme théorique de condensation

entre le TEOS partiellement hydrolysé et I’hydroxyde de calcium.

H
< O—
\O/\ /' --H EtO\

H Ca _OEt
I / \

.~
EtO—--Si -—OEt o — S + HO
| \

EtO” .
| \ O—--Ca—-OH
OEt H

Figure I-II-5 : Condensation du TEOS et du Ca(OH),.

Par contre, la réaction de condensation n’est pas probable avec I’hydroxyde du sodium car la
solubilité de NaOH est beaucoup trop importante dans le méthanol (s = 238 g.L™" alors que
Ca(OH), est pratiquement insoluble), ce qui I’ionise totalement en Na* et OH'. Les anions
hydroxydes, en tant que base de Bronsted, sont en équilibre avec la forme H,O dans un milieu
aussi protique. De plus, seules des réactions nucléophiles avec le TEOS sont envisageables
(hydrolyse des fonctions —OEt du TEOS en fonction hydroxyles), ce qui contribue au bon

fonctionnement de la réaction de polycondensation.
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Une vérification a été entreprise afin de valider I’emploi direct de Ca(OH), comme précurseur
du calcium dans une synthese sol-gel. Il s’agit de ’élaboration d’une composition binaire
simple contenant 75% de SiO; et 25% de CaO (% molaire). Ce verre est facile a obtenir car ce
n’est pas un verre inversé. Le sol est réalis€ avec du TEOS (Sigma-Aldrich, pureté 99,9%)
comme formateur de réseau vitreux et du Ca(OH), anhydre (Sigma-Aldrich, pureté 99,9%)
comme précurseur du calcium. L’hydroxyde de calcium anhydre est finement broyé dans un
mortier en agate, puis dispersé durant plusieurs heures dans du méthanol sous agitation
magnétique en terminant par une agitation ultrasonique de trente minutes. Le volume de

méthanol est calculé afin que Cg, soit égale a 1M.

11 est remarquable dans cette expérience qu’un simple ajout d’eau pure tel que ne,, = 4 nTEOS 2
suffi pour entrainer la gélification du TEOS en 60 minutes. Il n’y a aucune référence
bibliographique mentionnant 1’usage de ce précurseur dans les syntheses sol-gel. Mais il est

possible d’énoncer un mécanisme probable présenté a la figure I-11-6.

O—__
Y H
Ca + .
/ —  » ‘Ca-—OH +OH (1)
O
\\
H
OEt OEt OEt
0} | Eto‘\ /I_ | -
H—//\Et.;;?l—-OEt—> /S\i—-— Et ———>HO--—?I—-OEt 4+ "OFEt (2)
' o’ \ '
OEt | OEt OEt
H
/o\_ OH
H’// EtO\ ’OEt i q HO ~ OEt i
~p” — EtO--—Fl’_—-- Et | —> l|° + "OEt (2)
| .
OEt OEt OFEt
o~ OH OH .0~
Et-” + Mme” — + Me” (3)
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Figure I-11-6 : Mécanisme de catalyse basique avec Ca(OH), et le TEOS

Il est possible d’imaginer que I’ionisation partielle de 1’hydroxyde calcium dans 1’alcool
permet la gélification auto-catalysée du TEOS :

- la mise en solution de Ca(OH), dans le méthanol forme une quantité¢ d’ions OH" faible
mais non négligeable (1),

- ces ions OH peuvent alors réagir avec le TEOS pour I’hydrolyser, ce qui a pour
conséquence la formation d’ions éthanolates (2),

- les ions éthanoates sont fortement réactifs, mais tant que de 1’eau n’est pas ajoutée
dans le solvant, les réactions menent a 1’apparition de méthanolates par réaction sur le
solvant (3),

- la réaction d’attaque nucléophile des atomes de silicium électrophile du TEOS ou du
TEP par les ions éthanoates de la solution ne modifie pas la réactivité des précurseurs,
car cela ne change en rien leur structure aprés libération d’un groupement éthanoate
dans le milieu (4). Toutefois, les ions méthanolates évoqués en (3) peuvent aussi
remplacer des groupements OEt par des groupements OCHj cette fois, par trans-
esterification. Cela aura peu d’impact sur la vitesse de réaction d’hydrolyse, mais

contribuera a améliorer la compatibilité des précurseurs avec le solvant méthanolique.
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- D’addition d’eau a ce mélange, présentant une quantité¢ supposée non négligeable de
bases conjuguées de I’éthanol, s’accompagne systématiquement de la formation de
I’ion OH" . Ce dernier, catalysant I’hydrolyse des précurseurs, permet leur gélification

par condensation progressive des hydroxydes de silicium et de phosphore (5).

Ce mécanisme propos¢ n’a pas fait I’objet d’analyses fines établissant les structures
moléculaires en évolution ou de suivis réactionnels, difficiles a mettre en place dans un milieu
de composition complexe. La catalyse basique apparait toutefois la plus crédible pour
expliquer une telle vitesse de réaction: la viscosité évolue fortement au cours du temps et le

gel formé devient rapidement difficile a agiter magnétiquement.

Cependant, lors du séchage du gel binaire 75%Si10,-25%Ca0, un composé vitrocéramique a
été obtenu. La phase cristallisée a pu étre identifié comme du Ca(OH), [16]. L’explication la
plus probable de I’existence de cette phase repose sur la taille grossiere des particules de

Ca(OH), utilisées pour obtenir le gel.

L’utilisation de poudres agglomérées et microniques n’autorisent que des réactions de
condensation a la surface des grains de chaux. Lors de la gélification, des zones cristallines
(ou nodules) se manifestent suite a I’encapsulation de ces agglomérats par le gel qui a
complétement réagi a leur surface. Ces zones de réactifs, non exploitables pour poursuivre la
construction de la matrice polymerique, germeront durant la stabilisation thermique, initiant
des cristallisations locales.

Les techniques de broyage ne permettent pas d’obtenir facilement des poudres de
morphologies nanométriques. Il est donc indispensable d’envisager la synthése in situ des

hydroxydes pour obtenir des molécules unitaires de tres petite taille.

Les alcoolates de calcium et de sodium sont de bons candidats. Quelques publications
indiquent qu’ils peuvent étre utilisés pour synthétiser des verres par voie sol-gel.
I1 s’agit des travaux de M.M. Pereira [17], qui commentent I’utilisation du diméthanolate de

calcium, et des travaux de M. Prassas [18], qui introduisent 1’¢thanolate de sodium.

En effet, comme le TEOS et le TEP, ces alcoolates s’hydrolysent au contact de 1’eau [6], ce

qui conduit a la formation de Ca(OH), et NaOH dans le sol. Ces équations sont présentées sur

la figure I-11-8.
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Figure I-1I-8 : Réactions d’hydrolyse des alcoolates de calcium et de sodium.

De plus, la cinétique de I’hydrolyse sans catalyse est rapide pour les alcoolates de calcium et

de sodium alors qu’elle est plutot lente pour le TEOS et le TEP [19].

Il est donc possible de mélanger tous les alcoolates pour former un sol alcoolique et

d’amorcer la gélification par un ajout d’eau.
Pour une composition ternaire comme la composition 47T utilisant du TEOS et du TEP

comme formateur de réseau et du diméthanolate de calcium comme modificateur, la

gélification peut alors se produire en plusieurs étapes qui sont présentées sur la figure I-1I-9.
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Figure I-II-9 : Mécanisme de gélification attendu avec I’alcoolate de calcium.

La figure I-1I-9 s’explique de la facon suivante. Une fois les précurseurs correctement
dispersés dans le sol, de 1’eau pure est ajoutée pour amorcer la gélification. Tous les
groupements des alcoolates devant réagir, la quantit¢ d’eau est calculée pour que

Ny o =WMyppos + 3N +2Nc,00m,), » AVEC Neyocn,), 12 quantité de matiere en diméthanolate de

calcium.

1 . \ o . , o
Une quantite d’eau égale a 2nc,ycp,), 1éagit rapidement avec I’alcoolate de calcium : cela

conduit a I’hydrolyse in situ pour former de I’hydroxyde calcium de taille moléculaire. Le
reste de I’eau ne réagit pas initialement avec le TEOS et le TEP car 1’auto-hydrolyse sans

catalyseur de ces composés est tres longue, 1000h pour le TEOS (cf. tableau 1.1.2 page 32).

L’apparition d’hydroxyde de calcium entraine la formation d’une faible concentration d’ions

OH’ par dissolution dans le méthanol. L hydrolyse du TEOS et du TEP est alors possible.

Lors de I’hydrolyse des alcoolates formateurs, I’ion OH™ est consommé mais la réaction fait

naitre un ion éthanolate.
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Le catalyseur OH ne peut-étre régénéré qu’avec un contact assuré entre un ion éthanolate et
une molécule d’eau. Lorsque I’eau est en grande partie consommée, la probabilité de former
le catalyseur par cette réaction acido-basique entre 1’eau et I’ion éthanoate diminuent avec le

temps, ce qui modere la catalyse basique du TEOS et du TEP.

Lorsqu’il y a assez de groupements de TEOS et de TEP hydrolysés, des réactions de
condensation se produisent entre les formateurs hydrolysés et les hydroxydes nanométriques
suivant les réactions vues sur la figure I-II-5, ce qui conduit a la formation du gel. Les ions
calcium présents se retrouvent intégrés et dispersés dans le gel sans contre ions minéraux qui

conduiraient a leur précipitation.

Dans le cadre d’une formation de gel avec les TEOS et le TEP, 1’alcoolate de calcium pourrait
étre un bon candidat pour réaliser des syntheses de bioverres de composition inversée. La
réalisation d’une composition quaternaire avec 1’éthanoate de sodium permettra de valider
I’hypotheése du mécanisme de la catalyse modérée.

2.2. Produits de départ

Les précurseurs utilisés sont regroupés dans le tableau I-1I-3.

Fonction du Pureté / Masse
Nom du produit Formule Fournisseur
précurseur Concentration molaire
Tétraéthyl ] 208,33 ]
(C,H;50),Si 99,999 % X Aldrich
Formateurs de orthosilicate (TEOS) g.mol’
réseau Triéthyl phosphate 182,16
(C,H50)5P > 99,8 % . Aldrich
(TEP) g.mol
Diméthanolate de 102,15 Aldrich
) (CH30),Ca 97 % N
Modificateurs de calcium g-mol
réseau 68,05
Ethanolate de sodium | CH;CH,ONa | 21% dans I’éthanol [ Aldrich
£.mo
Solvants Méthanol CH;0H 99 % 32 g.mol” Prolabo

Tableau I-1I-3 : Produits de départ avec des modificateurs sous forme d’alcoolates.

2.3. Compositions réalisées
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Deux compositions ont été étudiées :
- la composition ternaire comprenant 47 % SiO, — 48 % CaO — 5 % P,0s en moles,
notée 47T-A, plus simple car ne contenant pas de sodium,
- la composition quaternaire molaire de C. Duée comportant 47 % de SiO,, 26,5 % de

CaO0, 21,5 % de Na,O et 5 % de P,Os et notée 47Q-A.

Le suffixe-A signifie alcoolate. L’influence des deux alcoolates de calcium et de sodium dans
les gels est donc étudiée. Pour la composition 47T-A, le calcium est apporté par du
diméthanolate de calcium, qui est complété par 1’éthanolate de sodium dans la composition

quaternaire 47Q-A.

Les deux compositions sont regroupées dans le tableau I-11-4.

3. Nom Précurseur du calcium Précurseur du sodium
47T-A Diméthanolate de calcium
47Q-A Diméthanolate de calcium Ethanolate de sodium

Tableau I-11-4 : Compositions réalisées dans le cadre des précurseurs alcoolates.

2.4. Mode opératoire

La quantité molaire finale de verre souhaitée, nyy. est déterminée avant chaque manipulation.
La masse de formateurs et de modificateurs en est déduite en correspondance avec la

composition molaire du verre.

Afin d’évaluer I’impact de la concentration en verre dans le sol sur le temps de gélification,
une gamme de concentrations croissantes est réalisée, avec Cy, variant de 0,5M a 1,5M.

Seule la voie alcoolique est utilisée et tous les alcoolates (Si, P, Ca et éventuellement Na) sont
pesés avec précision puis mélangés ensemble pendant trente minutes dans un bécher

contenant du méthanol. Le volume de méthanol employé correspond exactement a V gojyant.
Afin d’entrainer la gélification et d’assurer la régénération du catalyseur nécessaire a

I’hydrolyse totale du TEOS et du TEP, un ajout d’eau est réalisé suivant une quantité

steechiométrique :
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Ny o =4MNos + 3N + 200, 0cn,, POUT 1a composition 47T-A.
- Dy, = AN, + 305 +2nCa(0CH})2 + Nyocmcn, POUT la composition 47Q-A, afin de

prendre en compte 1’eau nécessaire a I’hydrolyse de 1’éthanolate de sodium

(Myqocm,cn, TEPrésente la quantité de matiere en éthanolate de sodium).

Le gel se forme a température ambiante, au bout d’un temps noté ty;. Une fois le gel séché a

1’air libre (24 a 48h), le bécher est placé dans une étuve a 130°C pendant 24h.

2.5. Analyses sur les compositions 47T-A et 47Q-A

2.5.1. Mesures de tg

Cing sols de concentrations croissantes en verre sont réalisés a 0,5M, 0,83M, 1M, 1,33M et
1,5M. Les temps de gélifications de ces sols sont mesurés a 1’aide d’un chronometre pour les

compositions 47T-A et 47Q-A. Les figures I-II-10 et I-II-11 représentent le temps de

gélification en fonction de la concentration en verre dans le sol pour les deux compositions.
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Figure I-II-10 : t, en fonction de Cs, pour la

composition 47T-A.

Figure I-II-11: t,, en fonction de C, pour la

composition 47Q-A.

La composition ternaire est obtenue a des temps variant entre 109 minutes pour les faibles
concentrations a 16 minutes pour la plus forte (figure I-1I-10). Tous les gels 47T-A séchés a
I’étuve se présentent en forme de poudre fine de couleur blanche. Cependant, a partir de la
concentration de 1 mol/L, la poudre se présente en amas dont la taille augmente aux

concentrations de 1,33 et 1,5M. Ces amas restent toutefois fragiles et se fracturent aisément.
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Le gel quaternaire est réactif, I’alcoolate de sodium réagit lors de sa mise au contact de 1’eau
et conduit a la formation de NaOH. La solubilit¢ de I’hydroxyde de sodium étant importante
dans le méthanol, I’apparition d’ions OH" entraine une gélification a des vitesses allant de 9 a
1 seconde (figure I-1I-11). Les gels 47Q-A se présentent a 1’ceil nu sous la forme d’une poudre
de couleur blanche une fois 1’étuvage terminé, mais ne forment pas d’amas sur aucune des
concentrations. Le gel quaternaire se forme trop rapidement pour assurer une bonne

homogénéité et donc un gel amorphe.
2.5.2. Diffractogrammes X
Une étude par diffraction des rayons X est réalisée sur les gels secs 47T-A et 47Q-A pour

chaque concentration en verre dans le sol. Les figures I-1I-12 et I-II-13 présentent les

résultats.

C=1,5M

MM\“ e C=1,33M

Intensité {coups)

M C=0,83M

MW’M\‘ C=0,5M
20 30 40 50 60 70 80
20 (degreés)

Figure I-11-12 : Diffractogrammes X des gels séchés 47T-A en fonction de C,,.

Sur la figure I-1I-12, il est possible d’observer que les gels secs de composition 47T-A sont
amorphes jusqu’a une concentration de 1M. IIs présentent de 1égeres traces de cristallisation a

1,33M. La limite de dispersion du précurseur est atteinte au-dela de 1,33M. A 1,5M, une
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phase cristalline difficile a identifier est détectée. Il s’agit probablement de Ca(OH), en faible

quantité ou bien de précurseurs qui n’ont pas réagi car mal dissous.

La figure I-II-13 montre que tous les gels quaternaires secs 47Q-A sont cristallisés par une
phase également difficile a identifier a I’aide de la diffraction X. Il s’agit certainement d’un

mélange de phases cristallines.

C=1,5M

C=1,33M

Intensité (coups)

" C=0,83M

- C=0,5M

T T T T i
20 30 40 50 60 70 80
20 (degrés)

Figure I-11-13 : Diffractogrammes X des gels séchés 47Q-A en fonction de C,.

2.5.3. Discussion intermédiaire sur les compositions 47Q-A et 47T-A.

Les résultats de I’étude cinétique, couplés a ceux de la diffraction X, indiquent qu’il est
judicieux d’utiliser un alcoolate de calcium pour effectuer une synthése de verre bioactif par

voie sol-gel.

Dans le cas de la composition ternaire, la formation de particules de Ca(OH), de taille
suffisamment petite pour bien intégrer le calcium dans le réseau amorphe semble confirmée.
La formation de ces particules entraine la formation du gel par leur dissolution partielle dans
le méthanol. Cette dissolution est suffisamment faible pour ne pas former le gel trop

rapidement. La concentration optimale en verre dans le sol est située entre 1 et 1,33M avec
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I’alcoolate de calcium. Une valeur supérieure entraine un gel sec non amorphe et une valeur

inférieure n’optimise pas la densité du verre final.

En ce qui concerne la composition quaternaire 47Q-A, un alcoolate de sodium ne permet pas
de la réaliser, peu importe la concentration de verre dans le sol. L’éthanoate de sodium réagit
avec ’eau, ce qui forme de I’hydroxyde de sodium NaOH. L hydroxyde de sodium se dissout
et entraine une libération importante d’ions OH qui accélerent brutalement la gélification.
Cette catalyse basique anarchique forme un gel hétérogene qui entraine une cristallisation lors
du séchage du gel. L’alcoolate de sodium doit donc étre exclu des manipulations sol-gel mais

confirme le principe de la catalyse basique par libérations d’ions OH".

Il est donc intéressant de ne poursuivre 1’étude que sur le gel ternaire 47T-A.

2.6. Compléments d’analyses sur la composition 47T-A

2.6.1. Analyses thermiques

Afin de déterminer les températures de vieillissement des gels, une Analyse
ThermoGravimétrique (ATG) couplée a 1’Analyse Thermique Différentielle (ATD) est

utilisée.

La température de transition vitreuse, Tg, ainsi que la température de cristallisation, Tc,
peuvent étre déterminées grace a I’ATD. Le Tg correspond a la température de formation du
réseau vitreux, qui informe donc sur la température de vieillissement minimale du gel. Le Tc
est quant a lui, la température a ne pas dépasser sous peine de former une vitrocéramique voir
un composé¢ completement cristallisé. Le domaine [Tg - Tc] correspond a la plage de

température utilisable afin de vieillir le gel, il correspond au domaine de travail.

L’ATG renseigne sur les départs de produits présents dans le gel. Les pertes de masse doivent
étre faibles dans le domaine de température de vieillissement choisi, afin d’assurer la stabilité

dans le temps du verre formé.

Les deux techniques sont couplées (Matériel Setaram Setsys TG 16) et les traitements

thermiques sont réalisés dans le domaine de température 40-1200°C avec une vitesse de
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chauffage de 1°C/minute. Le four est alimenté en air, les creusets sont en alumine frittée, la
référence utilisée pour ’ATD est de I’alumine anhydre. L’ ATD/ATG est effectuée sur le gel
47T-A. Le résultat de cette analyse est présenté sur la figure I-11-14.

ATD

Masse {mg)

<—— Endothermique

ATG

Tg=750°C Tc=850°C

40 240 440 640 840 1040
Température (°C)

Figure I-1I-14 : Analyse ATD/ATG sur le gel 47T-A.

La figure I-1I-14 définit les conditions de vieillissement du gel ternaire :
- I’ATG n’indique plus aucun départ au-dela de 800°C : le composé sera stable des cette
température,
- I’ATD permet de donner la valeur de la température de transition vitreuse Tg, ainsi
que de la température de cristallisation Tc Pour le 47T-A, Tg est d’environ 750°C et
Tc d’environ 850°C. Le pic qui est observé a 240°C correspond au départ de 1’eau et

des molécules organiques.

Les résultats de ’ATD/ATG indiquent que le passage du gel au verre peut se faire entre

750°C et 850°C.

2.6.2. Diffractions des rayons X

La figure I-II-15 montre les diffractogrammes du gel 47T-A porté aux températures de 600,
700, 800, 900, 1000°C. La montée en température est de 1°C/min et elle est maintenue durant

24 heures avant analyse.

Comme il est possible de le voir a la figure I-1I-15, le vieillissement du gel a une température

supérieure a 800°C entraine la formation d’une vitrocéramique dont la phase cristallisée
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correspond a la formation de silicate de calcium CaSiOs (wollastonite) [20]. Pour conserver le
caractere amorphe du verre par traitement thermique, il faut donc chauffer le gel a 800°C

maximum.

CaSiO; (wollastonite)
& JCPDS 00-027-0088

20 205 1000°C

‘Ml\\ A N . 900°C

WQ_MJ\MJ‘\.\\* . 800°C
M . 700°C

Intensité (coups)

m N 600°C
20 3‘0 4‘0 5‘0 (;0 7‘0 éO

20 (degrés)

Figure I-11-15 : Diffraction des rayons X sur le 47T-A a différentes températures.
2.6.3. Etudes FTIR

Les spectres Infra-Rouge sont réalisés sur un domaine de nombres d’ondes de 400-1400 cm’
grace a un appareil a transformée de Fourier (FTIR) JASCO FT/IR 460 Plus.

Les spectres IR permettent d’évaluer la nature des liaisons présentes dans le gel ou le verre.
En effet, deux bandes traduisent le passage d’un gel de silice a un verre stabilisé : I’apparition
de la double bande de vibration d’¢longation de la liaison Si-O dans les tétraedres SiO4 a 2
oxygénes pontants, v Si-O 2NBO, 2 937 et 864 cm™ (2 NBO pour 2 Non Bridging Oxygen)
ainsi que 1’¢largissement de la bande de déformation angulaire de Si-O-Si (& Si-O-Si a 467

cm'l).

La largeur du pic de la bande de déformation angulaire de Si-O-Si est moins importante dans

le cas d’un gel de silice, que dans le cas d’un verre. La largeur d’un pic en Infra-Rouge étant
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entre autre liée a I’orientation des liaisons dans 1’espace, un gel de silice présentera un ordre

relatif plus important que le verre de méme composition.

La double bande v Si-O 2NBO 2 937 et 864 cm’™ est caractéristique d’un verre car les liaisons
qui ’animent n’existent pas dans un gel de silice. Cela s’explique par la trés faible proportion
de liaison ionique silicium-ion, appelée aussi liaison non pontante (NBO). Ces liaisons se
forment a haute température dans le verre et disparaissent quand celui-ci forme une couche de

gel a sa surface.

La figure I-1I-16 présente les résultats de spectroscopie Infra-Rouge effectuée sur le gel
ternaire 47T-A séché pendant 24h a 130°C ainsi que ceux du verre correspondant obtenu
apres un vieillissement de 24h a 800°C. Les échantillons sont broyés puis pastillés avec du

KBr a I’aide d’une presse.

La figure I-II-16 montre 1’évolution de la structure chimique entre le gel sec a 130°C et le

verre obtenu a 800°C.

v Si-0 8 Si-O-Si
8 0-P-0
amorphe
! 800°C

v, Si-0 4BO

Absorbance

130°C

1400 1300 1200 1100 1000 900 800 700 600 500 400
Nombre d'onde (cm)

Figure I-11-16 : Spectres Infra-Rouges du gel et du verre 47T-A.

Les bandes v, Si-O 4BO a 1050 cm™ et § Si-O-Si 2 467 cm™ ainsi qu’une partie de la double
bande v Si-O 2NBO a 864 cm™ indiquent qu’une structure vitreuse est présente dés 130°C.

Comme le montre la présence de la bande v Si-OH a 954 cm’™, le réseau n’est pas complet car
a cette température il reste beaucoup de liaisons OH qui sont caractéristiques d’un gel de

silice.
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Apres traitement a 800°C, la bande de vibration d’¢longation de Si-O dans les tétragdres SiO4
a 2 oxygenes non pontants, v Si-O 2NBO a 937 cm’, remplace la bande v Si-OH. Cela veut
dire que la silice présente dans le gel s’est intégrée dans le verre sous forme de liaison NBO.
Il apparait également un peu d’apatite amorphe, qui est visible grace a la bande 6 O-P-O
amorphe a 608 cm™. Cette bande indique que le phosphore est présent dans le réseau.

Avec ’élargissement de la bande de déformation angulaire de 1’angle Si-O-Si 4 467 cm™ (8
Si-O-Si), il est possible d’affirmer que le traitement du gel a 800°C permet d’obtenir un verre

stabilisé.

2.6.4. Analyses MEB-EDS

La microscopie électronique a balayage (MEB) couplée a I’EDS (spectroscopie de dispersion
d’énergie) est essentiellement une méthode d’analyse qualitative. L’appareil utilisé est un
microscope Hitachi S-3500N a pression variable, équipé d’un spectrometre a dispersion
d’énergie Kevex. Le verre 47T-A obtenu a 800°C est broyé dans un mortier en agate puis la
poudre est pastillée a I’aide d’une presse hydraulique. Le tableau I-II-5 comporte les résultats

d’étude semi-quantitative MEB-EDS de ce verre. Trois points de mesures sont effectués.

1° point 2°" point 3°" point
% masse | % atomes | % masse | % atomes | % masse | % atomes
(0) 49 68 49 67 49 68
Si 19 16 20 15 19 15
P 3 2 3 2 3 2
Ca 29 16 28 15 29 16

Tableau I-II-5 : Résultats de I’étude EDS effectuée sur le 47T-A.

Les résultats du tu tableau I-II-5 montrent que la composition étudiée est homogene. En effet,
les écarts observés entre les pourcentages massiques des trois points étudiés sont inférieurs ou

égaux a 1 %.

Le tableau I-II-6 comporte la composition théorique du verre 47T-A ainsi que la moyenne

effectuée sur les trois points expérimentaux.
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% masse % atomes
théorique Moyenne théorique moyenne
(0] 42,92 49+1 61,40 68+1
Si 21,20 1941 17,28 15+1
P 4,98 3+1 3,67 2+1
Ca 30,90 20+1 17,65 161

Tableau I-11-6 : Composition théorique et expérimentale du 47T-A.

Sur le tableau I-II-6, 1’écart le plus important entre la composition théorique et la moyenne
expérimentale est visible pour I’oxygene avec environ 6% de différence. Le reste des
proportions en atomes et en masse est relativement bien respecté. Les résultats étant donnés
en pourcentages, les pourcentages en atomes du verre ne sont pas indépendants les uns des
autres et cet écart décale les valeurs des autres atomes. Cela peut réduire ou augmenter les

pourcentages observés pour les éléments présents en faible quantité comme le phosphore.
2.6.5. Etude de la bioactivité

Apres avoir été synthétisés, les monolithes sont broyés puis les poudres sont pastillées a I’aide
d’une presse hydraulique. Les cylindres de verres sont entourés de résine époxy, ce qui
permet d’avoir une surface de réaction toujours identique pour tous les verres.

Les échantillons sont ensuite rincés a I’acétone et immergés pendant différentes durées dans le
fluide physiologique simulé (SBF), maintenu a 37°C a I’aide d’un bain thermostaté.

Lors des manipulations, une seule face de la pastille est en contact avec le SBF. Le volume de
SBF employé est de 50 cm’ et la surface des pastilles est de 1,54 cm?, soit un rapport S/V =
0,03 cm’ environ. Ce rapport se situe dans la moyenne des rapports S/V généralement
rencontrés dans la littérature, qui varient entre 0,005 a 0,5 cm’! [21]. Le récapitulatif de la

composition du SBF est dans le tableau I-11-7.
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Concentrations en mmol/L
Ions SBF Plasma humain
Na* 142,0 142,0
K* 5,0 5,0
Mg™ 1,5 1,5
Ca™ 2,5 2,5
Cr 147.8 103,0
HCOy 42 42
HPO,~ 1,0 1,0
SO~ 0.5 0.5
pH | 7.25-7.42 7,24-7,40

Tableau I-1I-7 : Composition ionique en mmol/L. du Simulated Body Fluid (SBF) et du plasma
humain.

Les blocs sont ensuite sortis du SBF, rincés a 1’eau déminéralisée puis séchés a 1’étuve. La
surface des échantillons est ensuite analysée a 1’aide de la spectroscopie Infra Rouge a
transformée de Fourier en mode ATR (Attenuated Total Reflection ou réflection totale
atténuée). Grace a cette méthode, les différentes étapes de réactivité des verres peuvent Etre
détectées et le mode ATR permet de réaliser des manipulations rapides sans devoir réaliser le

pastillage avec le KBr.

La figure I-II-17 présente 1’installation utilisée afin de réaliser I’immersion.
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< Thermostat a immersion

Couvercle en Plexiglas

Bouchon étanche

Tube en polystyréne cristal
/
—

WVerre étudié (pastille)

e —e — Simulated Body Fluid (SBF)

| | T~
Reésine Epoxy

Echantillons

Figure I-11-17 : Montage utilisé pour les tests in vitro.

La figure I-1I-18a représente le spectre Infra Rouge de I’hydroxyapatite carbonatée
synthétique semblable a [D’apatite biologique [22]. Ce spectre comporte les bandes
d’absorption des phosphates a 1038, 958, 602, 564 et 464 cm™ et une bande de vibration des
carbonates 2 874 cm™. Les spectres Infra-Rouges de la surface du verre 47T aprés immersion
sont présentés sur la figure I-II-18b apres 3 et 24 heures, 4 et 5 jours d’immersion. Le mode
ATR ne permet pas d’obtenir des résultats reproductibles en dessous de 500 cm™. La bande de

vibration & Si-O-Si 4 environ 500 cm™ ne pourra donc pas étre interprétée.

1038

Absorbance

1400 1200 1000 800 600 400

Nombre d’onde (cm™)

Figure I-1I-18a : Spectre infra rouge de ’HydroxyApatite Carbonatée (HAC) biologique d’aprés
M. Vallet-Regi et al.[18].

81



Syntheses de verres sol-gel bioactifs dans les domaines SiO; - CaO - P,0s et SiO, - CaO - Na,O - P,0s

V,s Si-0 4B

v Si-OH

0 O-P-O cristallisé

3 jours

24 heures

3 heures

Absorbance

1
1
)
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
|
1
' 2 heures
1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

Avant immersion

470,

vSi-0! !
Vus S1-0 4BO; 2NBO! 8 SitO-Si

1300 1200 1100 1000 500 800 700 600 500 400

Nombre d'onde [cm™)

Figure I-II-18b : Résultats FTIR apres immersion du verre 47T-A dans le SBF.

L.L. Hench [23] a mis en évidence trois états de surface caractéristiques lors de I’immersion
du bioverre de référence 45S5® synthétisé par fusion :
- dans un premier temps, il y a relargage des modificateurs Ca™ et Na* puis formation

d’un gel de silice amorphe qui caractérise le début de la réaction du bioverre,
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- une couche de phosphate de calcium amorphe précipite ensuite sur le gel,

- le développement de cette couche conduit a I’apparition d’hydroxyapatite cristallisée.

Ces étapes correspondent a celles rencontrées sur la figure I-11-18b.

Avant immersion, les bandes v Si-O 2NBO a 856 et 935 cm’ et Vas S1-O 4BO a 1060 cm’!
sont présentes et indiquent la présence d’oxygenes li€s et non liés dans 1’échantillon 47T-A.
La bande & Si-O-Si est également présente 2 470 cm™ mais ne sera pas interprétée du fait de la

mauvaise fidélité du mode ATR en dessous de 500 cm™.

A 2h d’immersion, ces bandes ne sont plus visibles mais elles sont remplacées par une bande
. N -1 . r \ . .« . < , . . .
intense a 940cm™ attribuée a v Si-OH. Les liaisons oxygenes non pontés disparaissent, ce qui
traduit une repolymérisation de la surface du verre. Pour un méme temps d’immersion, cette

bande est beaucoup plus intense pour le 47T-A que pour les verres obtenus par fusion [24].

Cependant, il y a ¢galement formation d’apatite cristallisée a 2h d’immersion, comme
I’indiquent les deux bandes & O-P-O cristallisé 2 606 et 565 cm™ et la bande v P=0 2 1236
cm™.
A 3h d’immersion la bande v, Si-O 4BO a 1060 cm’! s’intensifie. Cela traduit qu’une
structure plutdt tridimensionnelle se met en place a la surface du 47T-A: le nombre

d’oxygeéne ponté augmente.
A 24h d’immersion, il y a un élargissement des pics 2 606 et 565 cm™ ce qui correspond 2 une
augmentation de la croissance de 1’apatite. La bande v C-O 2 873 cm’' indique que des

groupements COs> sont présents 2 la surface : I’apatite formée devient carbonatée.

A partir de 24h et jusque 3 jours, il n’y a plus de changement dans les bandes observées :

I’état de surface du 47T-A se stabilise.

2.7. Discussion sur le verre 47T-A

L’alcoolate de calcium convient pour synthétiser un verre ternaire de composition molaire

47% Si10,, 48% CaO, 5% P,0s. Ce verre, qui ne contient pas de fondant Na,O, se révele
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difficile, voire impossible a réaliser avec des fours conventionnels limités a 1600°C. La

méthode sol-gel a rendu possible cette synthese a 800°C.

Les résultats de 1’étude in vitro du 47T-A confirment une bioactivité du verre a partir de 2h
d’immersion dans le SBF. Il est possible de qualifier le 47T-A de verre bioactif, par la
présence des pics de 'HAC a 606 et 565 cm™ mais aussi par la présence de la bande v P=0 a
1236 cm™'. L’apatite obtenue peut étre qualifiée d’HAC par la présence a 24h de la bande v C-
Oa873cm™.

Cependant, il existe des différences entre la réactivité du bioverre 47T-A sol-gel et un verre
bioactif obtenu par fusion : la formation du gel de silice et celle de 1’apatite sont accélérées.
La taille nanométrique [6] des particules de bioverres obtenues lors de la synthese sol-gel est
responsable de cette forte réactivité. En effet, les échantillons 47T-A sont constitués d’une
fine poudre résultante de la synthese sol-gel qui est compressée sous forme de pastilles. Ces
échantillons peuvent présenter une surface spécifique supérieure a celle des blocs massifs de
verres obtenus par fusion. Si la surface réactive est plus grande pour le verre sol-gel, il est
normal que les étapes de formation du gel et de précipitation de I’apatite deviennent plus

rapides.

Le calcium a été incorporé (cf. paragraphe 2.6.4. MEB-EDS page 78), avec pour preuve la
création d’une phase cristallisée au-dela du Tc, présente sous forme de silicate de calcium,
observable sur le diffractogramme X.

L’EDS nous informe aussi d’'un manque de phosphore dans la composition, mais cependant
les résultats obtenus doivent €tre confirmés par une méthode de dosage. En effet, ’EDS est
une méthode semi-quantitative, elle « dose » chaque ¢élément par rapport a I’élément le plus
présent et 1’incertitude est de 1% molaire. Cette derniére peut se cumuler et étre d’autant plus

importante pour les éléments légers et faiblement présents.

Le diméthanolate de calcium permet donc de former un gel et un verre bioactif ternaire avec

un temps de gélification d’environ 30 minutes a Cyo = 1,33M.

3. Syntheéses de bioverres sol-gel dans le systeme SiQ,-Ca0O-Na,O-P,0s

3.1. Contexte bibliographique
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Le diméthanolate de calcium permet d’obtenir un bioverre inversé dans le systéme ternaire
Si0,-Ca0-P,0s mais son association avec I’éthanolate de sodium ne permet pas de

synthétiser une composition quaternaire bien amorphe.

Il est possible d’insérer le sodium dans les compositions quaternaires sol-gel en utilisant
d’autres précurseurs comme, par exemple, I’acétate de sodium. A. Yasumori et al. ont obtenu

des verres dans le systeme binaire Si0,-Na,0 avec ce précurseur [25].

I convient de déterminer si [’utilisation conjointe d’un acétate de sodium avec le
diméthanolate de calcium permet d’obtenir un gel et un bioverre quaternaire dans le systéme

SiOz—CaO—Nazo—P205.

3.2. Compositions réalisées

Deux compositions de bioverres sol-gel sont étudiées, le suffixe —2A signifie Alcoolate et
Acétate :

- la composition de référence des verres bioactifs, le 45S85° de L.L. Hench [26], de
composition molaire 46,1% Si10,-26,9% Ca0-24,4% Na,0-2,6% P,0s, noté 4555Q-
2A,

- la composition quaternaire de C. Duée [1] comportant 47% de SiO,, 26,5% de CaO,
21,5% de Na,O et 5% de P,0Os (% molaire) et notée 47Q-2A.

Ces compositions de verres sont également réalisées par fusion : les échantillons de ceux-ci
ont, en effet, des parametres physico-chimiques et de bioactivité bien connus [1,26]. Ils
établissent une référence nécessaire pour comparer la structure et la bioactivité des
compositions réalisées par voie sol-gel. Ils sont notés 47Q et 45S5Q. Le verre 45S5Q forme la
couche d’HAC a partir de 8 heures d’inmmersion dans le SBF [27]. Le verre 47Q forme la
couche en 2 heures 45 pour une épaisseur de 30 um environ [28].

Le tableau I-1I-8 résume I’ensemble des compositions.

Nom 45S85Q-2A, 45S5Q 47Q-2A, 47Q
Composition | 46,1% SiO,- 26,9% CaO - | 47% SiO; - 26,5% CaO -
molaire 24.,4% Na,O - 2,6% P,0s | 21,5% de Na,O - 5% P,0s

Tableau I-I1-8 : Compositions réalisées.
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3.3. Produits de départ

Le tableau I-II-9 regroupe les produits de départ utilisés dans la

compositions quaternaires 47Q-2A et 45S5Q-2A.

synthese sol-gel des

Fonction du Pureté / Masse
Nom du produit Formule Fournisseur
précurseur Concentration molaire
Tétraéthyl orthosilicate 208,33
(C,H50),4S1 99,999 % » Aldrich
Formateurs de (TEOS) g.mol
réseau Triéthyl phosphate 182,16
(C,H50);P > 99,8 % . Aldrich
(TEP) g.mol’
Diméthanolate de 102,15
) (CH30),Ca 97 % ¥ Aldrich
Modificateurs de calcium g-mol
réseau 82,03
Acétate de sodium C,H5;NaO, 99 % . Aldrich
g.mol
Solvants Méthanol CH;OH 99 % 32 g.mol Prolabo

Tableau I-I1-9. Produits de départ avec des modificateurs sous forme d’alcoolates/acétates.

Le tableau I-1I-10 regroupe les précurseurs employés dans la synthese par fusion classique des

compositions 47Q et 45S5Q.

Fonction du précurseur Nom du produit Formule | Pureté | Masse molaire | Fournisseur
Silice anhydre SiO, 99.9% 60,08 g.mol'I Merks
Formateurs de réseau I
Sel de Graham NaH,PO, | 99,9% | 119,98 g.mol’ Aldrich
Carbonate de calcium | CaCO; 99,9% | 100,09 g.mol'1 Aldrich
Modificateurs de réseau .
Carbonate de sodium | Na,CO; | 99,9% | 105,99 g.mol Aldrich

Tableau I-1I-10. Produits de départ pour la synthése classique par fusion des verres.

3.4. Mode opératoire

e Synthese sol-gel alcoolique
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La quantité molaire finale de verre souhaitée, nyey., €st déterminée. Elle permet de déduire la
masse de formateurs et de modificateurs pour chaque composition en correspondance avec la

composition molaire du verre.

La concentration en verre dans le sol, Cyy, est étudiée de 0,5M a 1,5M, afin de déterminer le
volume de solvant le plus efficace dans le cadre de cette méthode de synthese.

Tous les alcoolates (Si, P, Ca) et I’acétate de sodium sont pesés avec précision puis mélangés
pendant trente minutes dans un bécher contenant du méthanol. Le volume de solvant est

calculé a I’aide de Cy, et de nyerre.

Afin d’entrainer la gélification, I’amorcage de 1’hydrolyse de tous les alcoolates est réalisé en

. o7 . R ) _
ajoutant une quantité steechiométrique d’eau, ny , = 4n05 + 35 + 210,00, -

Z N

Le gel se forme a température ambiante, au bout d’un temps noté t,. Une fois le gel séché a

’air libre (24 a 48h), le bécher est placé dans une étuve a 130°C pendant 24h.

e Synthese par fusion classique

Les masses des composés formateurs (Si et P) ainsi que celles des modificateurs (Ca et Na)
sont déterminées a ’aide des compositions molaires. Toutes les poudres sont broyées
indépendamment dans un mortier en agate puis elles sont mélangées dans un mortier. Cela
permet d’assurer une bonne homogénéité.

Le mélange résultant est réparti dans un ou plusieurs creusets de platine afin que le niveau de
poudre ne dépasse pas le premier tiers de chaque creuset. En effet, les précurseurs sont
majoritairement des carbonates dont la décomposition thermique entraine un dégagement de
CO, vers 800°C. Si aucune précaution n’est prise, le mélange de poudre va mousser a haute

température, entrainant un débordement hors du creuset.

Les creusets sont alors placés au four électrique. Apres un palier de trois heures a 800°C qui
permet de décarbonater les précurseurs, la fusion est obtenue a 1400°C et elle est maintenue
pendant au minimum deux heures pour homogénéiser le mélange. Passé ce délai nécessaire a
une bonne homogénéité, les verres en fusion sont coulés rapidement sur une plaque en acier a
température ambiante. Apres refroidissement, les verres sont finement broyés, a 1’aide d’un

mortier en agate, pour analyses.
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3.5. Analyses
3.5.1. Mesure de tgq

La mesure du temps de gel des compositions 45S5Q-2A et 47Q-2A est effectuée a I’aide d’un
chronometre, pour des concentrations en verre dans le sol de 0,5M, 0,83M, 1M, 1,33M. La

figure I-11-19 présente les résultats pour le 47Q-2A et la figure I-1I-20 ceux du 45S5Q-2A.
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Figure I-II-19 : t, en fonction de C,, pour la Figure I-I1-20 : t, en fonction de C,, pour la
composition 47Q-2A composition 45S5Q-2A.

La formation du gel 45S5Q-2A est semblable a celle du composé 47Q-2A. Il y a une
différence de quelques minutes qui est facilement expliquée par 1’analyse du rapport

formateur/modificateur (cf. page 39) qui influence la cinétique de formation des gels de silice.

Pour le 45S5Q-2A, ce rapport est de 0,95 contre 1,08 pour le 47Q-2A. Le 45S5Q-2A est donc
plus riche en éléments modificateurs que le 47Q-2A. Cette différence va impliquer un réseau
plus substitué qui se forme donc plus rapidement.
Il est possible de déterminer la meilleure concentration de verres dans les sols. En effet, il a
été observé que :

- 20,5et0,83 M, une fine poudre blanche est obtenue a la fin du séchage,

- alet 1,33 M, des petits monolithes transparents se forment apres le séchage. Leur

taille moyenne est de 0,5 mma 1 M etde Imm a 1,33 M,
- a 1,5 M les monolithes obtenus sont blancs opaques. Ils n’ont aucune résistance

mécanique, et se transforment en poudre facilement.

Il faut donc travailler avec une concentration en verre située a 1,33 M pour favoriser le plus

possible la formation d’une phase translucide qui présente une certaine robustesse mécanique
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par rapport a un amas de poudre. Cette phase semble intéressante pour obtenir des verres sol-
gel a I’aspect et aux comportements physico-chimiques proches de ceux obtenus par fusion

classique.

Cependant, la cinétique de formation est rapide a 1,33 M : environ 15 minutes pour les deux
compositions, ce qui peut étre trop court pour réaliser des dépdts par trempage retrait. Il est
possible de tremper le bécher contenant le gel dans un bain de glace ce qui a pour
conséquence de ralentir sa formation. Dans le cadre de la synthese sol-gel du 45S5Q-2A et

47Q-2A, un bain de glace a 0°C a permis de ralentir la formation des gels jusqu’a 1h30.

3.5.2. Observations sur le vieillissement des gels

Une fois le point de gélification atteint, un réseau amorphe est formé. Cependant, les gels de
silice et de phosphore continuent d’évoluer chimiquement assez longtemps apreés leur

formation.

Dans les verres, les atomes de formateurs de réseau (silicium, phosphore) sont entourés par
des atomes d’oxygenes qui les connectent deux a deux : il s’agit des oxygenes pontant (Si-O-
Si). Lorsque les formateurs sont connectés a un ou plusieurs éléments modificateurs (calcium
ou sodium) I’oxygeéne qui les relie est dit non pontant (Si-O-Ca ou Si-O-Na). Le nombre
d’oxygeénes pontant entourant I’atome central est alors défini par le terme Qn. Pour le silicium

qui est tétravalent, n peut varier entre 0 et 4.

Au point de gélification, des études RMN [29] ont montré qu’il existe une forte concentration
d’unités de silice sous forme Q2 dans le solvant situé entre les particules de gels. Avec le
temps, ces unités évoluent en forme Q3 et Q4. Il y a donc augmentation du nombre
d’oxygenes liés. Ce phénomene est appelé le vieillissement du gel. Le passage d’entité Q2 a
Q3 et Q4 indique que le réseau vitreux se réticule par la formation d’autres liaisons Si-O-Si.

En conséquence, le gel se contracte et expulse le solvant au cours du processus de synérese.

Cette étape est réalisée en 24 a 48 heures pour les compositions sol-gel alcoolate. Elle est
interrompue lorsque le solvant, expulsé par la synérese, s’est totalement évaporé du bécher.
Dans les conditions de cette étude, I’hygrométrie et la température peuvent varier pendant le

vieillissement des gels a D’air libre. Ce comportement peut conduire a une vitesse
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d’évaporation différente d’une synthése a une autre et nuit a la reproductibilité des

manipulations.

L’étape qui suit le vieillissement est le séchage. Il conduit a I’élimination du solvant restant
dans la structure du gel. Ce dernier est alors dégradé, si la montée en température est trop
rapide et si la pression de vapeur saturante du solvant n’est pas maintenue [6]. L’¢lévation de
température provoquée une étuve est trop brusque. Pour éviter cela, il faudrait monter
progressivement le gel a sa température de séchage, dans une enceinte ou les taux de vapeurs
sont controlés.

Les gels vieillis du procédé alcoolate a 1,33M laissés 24h dans une étuve se fracturent
beaucoup, mais restent des monolithes. A ce moment, a I’intérieur méme de ceux-ci, il reste
beaucoup de molécules qui n’ont pas été évacuées : des molécules carbonées issues des
précurseurs et des solvants. L’objectif de la stabilisation thermique est donc double : amener
le gel entre la température de transition vitreuse et celle de cristallisation pour obtenir un verre
et éliminer les dernieres transformations gazeuses.

Le départ de ces molécules a plus haute température peut encore modifier la structure vitreuse
en formation. Des analyses thermiques permettent de mettre en évidence ces différentes

évolutions.

3.5.3. ATG/ATD

Des analyses ATD/ATG sont effectuées sur les gels 45S5Q-2A et 47Q-2A. Le résultat de
I’analyse du 45S5Q-2A est présenté sur la figure I-1I-21 et celui du 47Q-2A sur la figure I-II-
22. Les analyses sont effectuées de 40 jusqu’a 900°C, a une vitesse de chauffe de 5°C/min.

Un flux d’azote évite les combustions et chasse les gaz formés.
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Figure I-1I-21 : Analyse ATD/ATG sur le gel 45S5Q-2A (5°C/min).
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Figure I-1I-22 : Analyse ATD/ATG sur le gel 47Q-2A (5°C/min).

L’analyse des figures I-1I-21 et I-II-22 ne montre pas de différence importante entre les
mesures effectuées sur les gels 4555Q-2A et 47Q-2A. En effet, pour ces deux compositions,
I’analyse thermogravimétrique indique que la majorité des pertes de masses ont lieu entre 40

et 450°C.

Les profils des analyses thermo-différentielles sont également identiques : a partir de 340°C
pour les deux gels un large pic exothermique est visible. Parallelement, I’ATG montre que les

compositions continuent a perdre de la masse.

Il n’est pas possible d’observer le comportement d’une structure vitreuse classique. En effet,
pour un verre un changement de la ligne de base correspondant au Tg du verre est observé,

suivi d’un pic exothermique a la température Tc indiquant la cristallisation du réseau. Pour les
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deux compositions étudiées un seul large pic exothermique est visible : il est attribuable a une
cristallisation.

Il est possible d’émettre I’hypothése suivante : le Tg n’est pas visible car il y a eu formation
rapide d’une phase cristallisée a partir de la phase amorphe. Le signal de celle-ci se trouve
alors masqué par le pic exothermique a 370°C. Cette température correspond aussi, sur

I’ATG, aux moments ol les pertes de masses sont les plus importantes.

Dans les gels de silice, les éléments modificateurs sont présents sous forme d’ions ou de
nanoparticules [6]. Les liaisons avec les formateurs hydrolysés sont également de nature
ionique. Une montée en température trop rapide entraine des départs brutaux dans le gel, ce

qui provoque une ouverture de ces liaisons chimiques faibles a relativement faibles [6].

Le gel, méme séché a 130°C, comprend encore des solvants et d’autres molécules carbonées
emprisonnées dans sa structure. Une élévation douce de la température permet aux gaz de
s’échapper en ne dégradant que le minimum de liaisons. A contrario, avec une montée en
température rapide, la quantité de matiere vaporisée augmente pour un temps donné. Cela
peut conduire a une pression interne trop élevée pour la structure amorphe. L.’augmentation de
la distance inter-atomes provoquée affaiblit les liaisons ioniques du calcium et du sodium
avec le réseau de silice-phosphore. Avec ’agitation thermique, les modificateurs peuvent
alors trouver une nouvelle organisation stable. Ils cristallisent sans doute avec les autres ions

encore présents.
De nouvelles analyses thermiques a une vitesse de chauffe plus faible ont été faites afin de

vérifier cette hypothese. Elles sont réalisée sur le 45S5Q-2A et le 47Q-2A a une vitesse de

chauffe égale a 1°C/min. Les résultats sont présentées sur les figures I-11-23 et I-11-24.
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Tg=360°C Tc=420°C

Masse {mg)
< Endothermique

40 140 240 340 440 540 640 740 840

Température (*C)

Figure I-11-23 : Analyse ATD/ATG sur le gel 45S5Q-2A (1°C/min).

La figure I-1I-23 définit les conditions de stabilisation du gel 45S5Q-2A. L’ATG indique que
la majorité des pertes ont lieu entre 40 et 450°C. L’ATD indique un pic endothermique qui
permet de placer le Tg du verre 45S5Q-2A a environ 360°C. Sur I’ATG, la majorité des pertes
ont lieu a cette température. Apres la transition vitreuse, un pic exothermique faible en
intensité est visible. Il permet de déterminer le Tc, qui est d’environ 420°C pour le 4555Q-
2A. La température de 400°C située entre Tg et Tc permettrait donc d’obtenir un verre

quaternaire stabilis€ en maximisant les pertes de molécules carbonées.
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Figure I-11-24 : Analyse ATD/ATG sur le gel 47Q-2A (1°C/min).

Le raisonnement suit le méme cheminement pour le gel 47Q-2A. L’analyse de I’ATD/ATG
de la figure I-1I-24 permet de donner la valeur de la température de transition vitreuse environ
égale 360°C ainsi que la température de cristallisation Tc =~ 420°C. La température de 400°C,

située entre Tg et Tc, permettrait donc d’obtenir un verre de composition 47Q-2A.
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Les deux composés 47Q-2A et 4555Q-2A ne présentent pas de différences majeures dans
leurs températures caractéristiques. En effet, la composition des deux verres n’est pas assez

éloignée.

Lors de cette analyse thermique, les Tg et les Tc des verres ont pu étre déterminés. Le pic
exothermique identifié sur les figures I-1I-21 et I-II-22 n’est pas visible a la vitesse de chauffe
de 1°C/min. Cela confirme que la stabilisation du gel en verre nécessite un traitement

thermique lent pour ne pas dégrader la structure par une cristallisation du réseau.

A ce stade, il est nécessaire de caractériser la nature des phases présentes lors d’un traitement
thermique a 1°C/min. Pour cela, des analyses par diffraction des rayons X sont réalisées apres

un traitement thermique et une trempe des échantillons.

3.5.4. Diffraction des rayons X (DRX)

La figure I-1I-25 montre les résultats de diffraction X concernant le chauffage du gel 45S5Q-
2A aux températures de 130, 400, 450, 500, 600 et 700°C. La montée en température est
proche de 1°C/min et la température désirée est maintenue durant 24 heures, suivie d’une
trempe. L’échantillon est ensuite analysé.

La figure I-1I-26 illustre les résultats de la diffraction X pour le chauffage du gel 47Q-2A aux

mémes températures que le 45S5Q-2A.

94



Syntheses de verres sol-gel bioactifs dans les domaines SiO; - CaO - P,0s et SiO, - CaO - Na,O - P,0s

S Combeite, High
JCPDS 01-078-1650

700°C

R ‘_J\__‘ N L 600°C

z
3

g e Aok 500°C

Wil il Yo ¥

)
£
3
=
£

450°C

oAb g 400°C

Lol e el

WWM‘P“‘-“ .
L M ...T...‘,.,.,r.“-'-ﬁld_ L o ) ) 130°C
ity W e hibeledake
20 30 40 50 60 70 80

26 (degrés)

Figure I-11-25 : Diffractogrammes de I’échantillon 45S5Q-2A.
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Figure I-11-26 : Diffractogrammes de I’échantillon 47Q-2A.

L’analyse des figures I[-1I-25 et I-1I-26 indique que I’utilisation d’acétate de sodium comme

précurseur de sodium est un bon choix pour obtenir des verres amorphes.
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Le 47Q-2A séché a 130°C présente un massif amorphe sans pic de cristallisation. Le 45S5Q-
2A présente une légere trace de cristallisation a cette température, qui n’est pas identifiable. Il

s’agit probablement d’un des précurseurs du sol.

Cependant, cette cristallisation disparait a 400°C, donnant un massif amorphe bien défini pour
les deux compositions. Cette disparition montre que la phase amorphe présente dans les gels
continue d’évoluer chimiquement lors du traitement thermique. Avec la température, le réseau
sol-gel forme de nouvelles liaisons oxygenes non liés [6], la formation de ces liaisons peut

inclure des éléments cristallisés.

Les deux verres cristallisent a 450°C soit une température voisine de celle obtenue avec
I’ATD/ATG réalisés a la méme vitesse de chauffe. Cette phase cristalline croit aux
températures supérieures pour étre facilement identifiée a 700°C comme de la Combéite High

(Nas 27Ca3(Si6013g)) [30].

Apres le passage a 400°C, les deux verres gardent une couleur grisatre : le carbone issu des
précurseurs est encore piégé dans la structure du verre. Ce carbone semble toutefois se
présenter sous forme amorphe ou il n’est pas en quantité suffisante pour étre détecté par la
diffraction X. Afin d’en savoir plus sur la chimie intime des différentes compositions, des
analyses infrarouges par transformée de Fourier (IRTF) en été réalisées en fonction de la

température de traitement thermique.

3.5.5. Analyses IRTF

Afin de vérifier que le chauffage des gels 45S5Q-2A et 47Q-2A a 400°C conduit bien a un
verre, la spectroscopie Infra-Rouge en mode ATR est utilisée sur ces deux échantillons. Les
figures I-1I-27 et I-II-28 présentent les spectres des composés 45S5Q-2A et 47Q-2A aux
températures de 130, 400, 450, 500 et 600°C. Les verres 45S5Q et 47Q obtenus par fusion y
sont ajoutés pour servir de références spectrales.

Les spectres des figures I-1I-27 et I-1I-28 montrent que les gels secs a 130°C du 45S5-A et du

47Q-2A évoluent de fagon similaire avec la montée en température.

96



Syntheses de verres sol-gel bioactifs dans les domaines SiO; - CaO - P,0s et SiO, - CaO - Na,O - P,0s

o
B

o
o
<

4555Q
fusion
600°C
130°C
Gel

Verre sol-gel

)
2
©
)
£ % @
o 5 2
o TT& o . e Q-
€ g E g9) 0 O ____
© a. ©
o o o o< -----
[-% o o N
1 1 [Ce}
o o ©
7o) [%e} w
= =
o ~
) ____ .
>
w
-

1026

ajuequosqy

1300 1200 1100 1000 900 800 700 600 500 400

1400

Nombre d'onde (cm?)

Figure I-11-27 : Spectres Infra-Rouges de la composition 45S5Q-2A.
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Figure I-11-28 : Spectres Infra-Rouges de la composition 47Q-2A.

Les gels a 130°C peuvent étre facilement identifiés par la présence des bandes v Si-OH et v
Si-O tétraédrique 2 972 et 771 cm™ pour le 45S5Q-2A et 2 956 et 763 cm™ pour le 47Q-2A.
La silice se trouve en effet sous forme de tétracdres SiO4 dans les gels, ou elle s’agence avec

de nombreuses liaisons Si-OH. L’une des deux bandes v Si-O 2NBO 2 880 cm™ pour le 45S5-
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A et 871 cm™ pour le 47Q-2A est déja visible. Elle indique la présence d’oxygénes non liés.
La bande v, Si-O 4BO a 1026 cm’™ pour le 45S5-A et a 1018 cm’” pour le 47Q-2A est
également présente. Deux bandes inconnues visibles vers 650 et 617 cm™ doivent étre
provoquée par un séchage incomplet : des liaisons OH doivent encore €tre en grand nombre

dans le composé a 130°C.

A 400°C, ces bandes inconnues ont disparues, ce qui confirme un défaut de séchage. La
deuxiéme bande v Si-O 2NBO est visible 2 925 cm™ pour le 45S5Q-2A et 2 920 cm™ pour le
47Q-2A, alors que les bandes v Si-OH et v Si-O tétraédrique sont masquées. Cela indique que
le réseau de silice présent s’est repolymérisé lors du traitement a 400°C en intégrant les
¢léments présents dans le gel. Une légére apparition de la bande de & O-P-O amorphe a

environ 590 cm™' montre que le phosphore est également bien intégré au réseau de la silice.

Pour les températures supérieures, le dépassement du Tc entraine I’intensification des deux
bandes & O-P-O cristallisé 2 617 cm™ et 578 cm™ pour le 45S5Q-2A et 2 601 cm™ et 578 cm™
pour le 47Q-2A. Cette phase n’a pas ¢té¢ détectée lors de la diffraction X, certainement
masquée par la Combéite High, un silicate de calcium et de sodium qui ne contient pas de

phosphore.

Il est intéressant d’observer qu’a 400°C, toutes les bandes du 45S5Q-2A et du 47Q-2A
trouvent leurs équivalences dans les spectres des verres 45S5Q-2A et 47Q obtenus par fusion.

Cette température permet donc d’obtenir des verres sol-gel a la structure chimique trés proche

des verres a 1400°C.

Les bioverres fusion de mémes compositions étant bioactifs, il est nécessaire de vérifier si la
méme bioactivité est conservée pour les verres sol-gel obtenu a 400°C. C’est I’objet de
I’étude suivante, qui consiste a analyser la surface du verre aprés immersion dans du fluide

physiologique simulé ou SBF.

3.5.6. Etude de la bioactivité

Une étude de bioactivité par immersion dans le SBF a été effectuée. Pour la réaliser, les deux
verres sol-gel, 45S5Q-2A et 47Q-2A traités a 400°C, sont broyés a 1’aide d’un mortier en

agate puis pastillés a un diametre de 1,4cm a 1’aide d’une presse. Les pastilles sont résinées
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pour n’exposer qu’une surface S=1,54 cm? une fois immergées dans un volume de 50mL de
SBF, le rapport S/V est donc de 0,03 cm™. La température est maintenue a 37°C tout le temps

de 1’étude.

Ces études FTIR sont comme précédemment réalisées en mode ATR, qui permet une mesure
directe de I’état de surface des pastilles. Le mode ATR nécessite un échantillon parfaitement
plat pour donner des signaux de bonnes intensités. Les pastilles une fois immergées ne sont
plus planes car la réaction dans le SBF engendre des défauts de surface. 1l faut donc effectuer
plusieurs mesures a différents endroits de la pastille pour trouver une zone plane, ce qui peut
également endommager le dépdt. Cette méthode de mesure donne toutefois de meilleurs
résultats que la technique du grattage de la surface suivie d’une analyse avec du KBr. En
effet, la pastille n’est pas dense mais constituée de poudre : trop de verre est arraché lors du

grattage, ce qui nuit a la détection du dépot.

Les résultats de la spectroscopie Infra-Rouge sont présentés sur les figures I-11-29 et I-1I-30.
Sur ces figures, il est possible de constater que la réponse des verres 45S5Q-2A et 47Q-2A
apres immersion dans le SBF est similaire. C’est pourquoi il a été choisi de détailler 1’analyse

du 45S5Q-2A.
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Figure I-11-29 : Spectres Infra-Rouges apres immersion dans le SBF du 45S5Q-2A.
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Avant immersion, la bande v, Si-O 4BO a 1010 cm’! ainsi que la double bande v Si-O 2NBO
a 925 et 860 cm™ sont présentes sur le spectre du composé. Il y a également des traces de
liaisons O-P-O amorphe, qui prouve que le phosphore est présent dans le verre.

Immédiatement apres 2h d’immersion dans le SBF, ces bandes sont substituées par la bande v
Si-OH 2 945 cm™. Cela signifie que la surface de I’échantillon s’est repolymérisée en
transformant les liaisons NBO du verre en liaisons Si-OH. Ces liaisons caractérisent la
formation d’un gel de silice. La bande v C-O apparait 2 867 cm™, beaucoup plus tot dans le
temps que pour la composition ternaire 47T-A et les verres par fusion [24]. La présence de
cette bande est due au carbone introduit par les acétates et qui n’a pas quitté le verre lors du
chauffage. A 2h d’immersion, I’intensification de la bande de déformation asymétrique 5,5 O-

P-O amorphe a 55 lem™ démontre que le dépdt d’apatite est en cours.

Cette bande se dédouble a 3h et 3h30 en deux bandes de déformation dO-P-O a 563 et 601
cm-1, montrant la formation d’apatite cristallisée. Les carbonates déja présents permettent
d’affirmer que le bioverre forme de 1’hydroxyapatite carbonatée. Sur les spectres a 24h, 3
jours et 7 jours, la présence de ’apatite cristallisée devient progressivement majoritaire face

aux bandes du verre initial.
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Figure I-11-30 : Spectres Infra-Rouges apres immersion dans le SBF du 47Q-2A.
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3.5.7. EDS/MEB

Le verre 47Q-2A est broyé dans un mortier en agate puis pastillé pour qu’une analyse MEB-

EDS soit réalisée sur trois points de mesures. Le tableau I-1I-11 présente les résultats. Les

mémes étapes sont réalisées pour le verre 45S5Q-2A et les résultats sont présentés dans le

tableau I-1I-12.

1 point 2" point 3" point
% masse | % atomes | % masse | % atomes | % masse | % atomes
(0] 50 65 50 65 50 64
Si 19 14 20 15 20 15
| 1 1 2 1 2 1
Ca 15 8 16 8 15 8
Na 14 12 12 11 13 12
Tableau I-1I-11 : Résultats EDS du verre 47Q-2A.
1°" point 2°™¢ point 3*™ point
% masse | % atomes | % masse | % atomes | % masse | % atomes
(0} 45 59 45 59 45 58
Si 20 15 20 15 19 14
P 1 1 1 1 1 1
Ca 15 8 16 9 15 8
Na 19 18 20 18 19 17

Tableau I-1I-12 : Résultats EDS du verre 45S5Q-2A.

L’analyse MEB-EDS étant essentiellement une méthode d’analyse semi-quantitative,

I’analyse des tableaux I-II-11 et I-II-12 met en évidence que les verres 47Q-2A et 45S5Q-2A

contiennent du Si, du Na, du Ca et du P. La composition théorique ainsi que la moyenne des

mesures réalis€e sur les trois points expérimentaux du 47Q-2A et du 45S5Q-2A sont

résumées dans les tableaux I-1I-13 et I-1I-14 respectivement.
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% masse % atome
théorique moyenne théorique moyenne
(0] 42,06 50+1 56,90 65+1
Si 20,75 20+1 16,01 15+1
P 4,88 1£1 3,41 1+1
Ca 16,72 15+1 9,03 8«1
Na 15,57 131 14,65 12+1

Tableau I-11-13 : Composition théorique et expérimentale du verre 47Q-2A.

% masse % atome
théorique moyenne théorique moyenne
(0] 40,65 45+1 55,20 59+1
Si 21,02 20+1 16,26 15+1
P 2,61 1+1 1,83 1+1
Ca 17,51 151 9,49 8+1
Na 16,83 20+1 17,21 18+1

Tableau I-1I-14 : Composition théorique et expérimentale du verre 45S5Q-2A.

L’observation des tableaux I-1I-13 et I-II-14 permettent d’établir qu’il manque du phosphore
dans les composés 47Q-2A et 45S5Q-2A. Comme lors de I’analyse EDS du composé 47T-A,
le dosage d’élément dopant comme le phosphore ne donne pas des résultats représentatifs
avec cette méthode. Pour les autres éléments des deux verres, la composition est proche de la

composition théorique.

3.6. Discussion

La synthese de bioverres de composition 45S5Q-2A et 47Q-2A est possible avec une méthode
de synthése impliquant 1’utilisation de 1’acétate de sodium couplé avec le diméthanolate de
calcium. Les gels secs obtenus sont amorphes, de méme que leurs verres stabilisés a 400°C.
La phase cristalline, qui apparait au-dela de 450°C, est identique pour le 45S5Q-2A et le 47Q-
2A et est identifiée comme de la Combéite High. Cette phase est régulierement observée dans
la bibliographie traitant de la cristallisation des verres du domaine SiO,-CaO-Na,0-P,0s
obtenus par fusion [5]. Ce comportement renforce la similitude avec les verres issus de la

synthese sol-gel.
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Le séchage des gels obtenus avec 1’acétate de sodium et le diméthanolate de calcium donne un
aspect différent de celui obtenu avec les autres précurseurs. En effet, les méthodes de
syntheses plus conventionnelles décrites en 1. et 2. entrainent 1’apparition de poudres plus ou

moins amorphes durant le séchage des gels.

Avec 1’utilisation du diméthanolate de calcium et de 1’acétate de sodium, des monolithes
translucides se forment et I’augmentation de la concentration de verres dans le sol jusqu’a
1,33 M assure la formation de monolithes de taille plus importante. Un séchage lent sous
atmosphere contrdlée pourrait limiter le phénomene de fissurations qui apparait au cours de

I’étuvage.

Le carbone, majoritairement apporté par les acétates ne s’¢limine pas facilement, les verres ne
sont donc pas purs. L’échantillon est laissé au moins une journée a son Tg lors du traitement
thermique pour tenter d’en éliminer un maximum. La vitesse de montée en température du
four ne doit pas étre trop rapide sous peine de cristalliser le réseau vitreux en formation. Une
vitesse de 1°C/min permet la formation d’une phase amorphe de composition quaternaire a
400°C. Une légere cristallisation du gel peut disparaitre une fois le verre stabilisé. D’apres
I’étude FTIR, la silice présente sous forme de Si-OH se transforme en liaison Si-O 2NBO. La
formation de ces oxygenes non liés permet d’intégrer des modificateurs mal dissous dans le

sol initial.

La spectroscopie IR en mode ATR permet de vérifier la bioactivité des verres 45S5Q-2A et
47Q-2A, a partir de 3h d’immersion. Ces deux compositions quaternaires préparées par voie
sol-gel peuvent donc étre qualifiées de bioactives selon la définition donnée par L.L. Hench
[23]. Les mesures FTIR des échantillons immergés restent cependant délicates, méme en

utilisant une technique spécialisée en analyse de surface comme I’ATR.

Les verres quaternaires réalisés avec le procédé alcoolate ont une réactivité plus proche des
verres par fusion que le verre ternaire 47T-A. 1l est possible de discerner les trois étapes citées
par L.L. Hench [23] : la formation du gel de silice, le dépot d’apatite amorphe et enfin la
cristallisation de 1’apatite. Les temps d’apparition de 1’apatite carbonatée restent ¢galement
proches de ceux des verres obtenus par fusion. Cependant, la formation du gel de silice reste

toujours plus rapide par voie sol-gel. Cela semble étre une conséquence d’une homogénéité
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apportée a une échelle plus petite que la méthode par fusion, grace a des précurseurs de plus

petite taille.

4. Utilisation d’un complexant pour la synthése d’un bioverre sol-gel dans le systéme
SiOz-CaO-NazO-onq

4.1. Théorie

Il a ét¢ montré dans les manipulations décrites précédemment, que le diméthanolate de
calcium associé au TEOS et au TEP permet de maintenir, sous forme amorphe, des
compositions de bioverres sol-gel ol le réseau de silice est fortement substitué par des cations
modificateurs.

Cependant, le diméthanolate de calcium est coliteux et sa pureté n’est pas garantie a 99% mais
a 97%. Cela entraine une imprécision sur les pesées et implique une problématique sur

d’éventuelles contaminations par des impuretés.

Une voie de synthese alternative est possible en utilisant un complexant des ions calcium en

milieu alcoolique dans le but de faciliter I’insertion de cet élément dans les gels.

Il est possible d’utiliser du glycérol (CH,OH-CHOH-CH,0H), un triol présent naturellement

dans les organismes vivants.

Le glycérol se dissout facilement dans le méthanol. Il est possible d’alcaliniser le mélange a
I’aide d’une base forte suffisamment soluble dans 1’alcool, ce qui a pour conséquence de

déprotonner une des fonctions alcools de la molécule.

1l devient intéressant d’ajouter des ions Ca** dans le milieu pour former un complexe glycéro
calcique [31] de formule chimique a définir. Ce complexe possede encore deux groupements

OH qui ont la possibilité d’effectuer des réactions de condensations.

Le milieu étant toujours tres basique, si des formateurs de réseau sol-gel tels que le TEOS et
le TEP sont ajoutés, ils seront rapidement et totalement hydrolysés. Des réactions de
condensation seront alors possibles entre les hydrolysants, mais aussi avec les complexes

glycérocalciques, ce qui conduit a la formation d’un gel avec du calcium, du sodium et du
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carbone insérés dans sa structure. Un effet plastifiant est attendu, améliorant la tenue du gel

lors du séchage [32].

Lors du traitement thermique de 1’échantillon, la dégradation du carbone, couplée avec la
proximité moléculaire du calcium et du réseau vitreux, peux favoriser la formation d’un verre
bien amorphe.

4.2. Composition réalisée

Une composition de bioverres quaternaire est €tudiée : la composition de C. Duée [1]

comportant 47% de SiO,, 26,5% de CaO, 21,5% de Na,O et 5% de P,Os (% molaire). Cette

composition obtenue avec du glycérol est notée 47Q-G.

4.3. Produits de départ

Le tableau I-II-15 regroupe les produits de départ utilisés dans la synthese sol-gel voie

complexe de la composition quaternaire 47Q-G.

Fonction du Pureté / Masse
Nom du produit Formule ) ) Fournisseur
précurseur Concentration molaire
Tétraéthyl orthosilicate ) 208,33 Sigma
(C,H50)4S1 99,999 % . ]
Formateurs de (TEOS) g.mol Aldrich
réseau Triéthyl phosphate 182,16 Sigma
(C,H50);P > 99,8 % .
(TEP) g.mol Aldrich
Acétate de calcium 158,17 Sigma
C4H6Ca04 99% . ]
Modificateurs de anhydre g.mol’ Aldrich
réseau . Sigma
Hydroxyde de sodium NaOH 99% 40 g.mol
Aldrich
92,09 Sigma
Complexant Glycérol C;3Hg0; 99% .
g.mol’ Aldrich
Solvants Meéthanol CH;0H 99 % 32 g.mol” Prolabo

Tableau I-I1-15. Produits de départ avec le glycérol comme complexant.

Le procédé décrit en 4.1. permet d’obtenir des bioverres sol-gel de composition quaternaire a

condition que les précurseurs soient judicieusement choisis :
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- une base fortement soluble dans le méthanol doit étre utilisée : le choix est porté sur
I’hydroxyde de sodium qui joue alors le role de précurseur du sodium et de base forte,

- le précurseur du calcium doit étre suffisamment soluble et les contres ions ne doivent
pas entrainer ’apparition de précipités. Les ions minéraux étant a proscrire, 1’acétate

de calcium est sélectionné.

4.4. Mode opératoire

e Calculs préparatoires

Les masses des précurseurs correspondants a la composition 47Q-G sont calculées par rapport
a Nyerre, 12 quantité finale de verre souhaitée. Le calcul de la quantité de solvant est fait avec

une concentration Cg, qui est égale a 1,5 mol/L.

e Mise en solution des formateurs et ajout du glycérol

5% du volume initialement calculé est prélevé dans un bécher. Le TEOS et le TEP sont
ajoutés puis mélangés au minimum 20 minutes (Solution 1).

20% du volume initialement calculé est remplacé par du glycérol qui est placé dans un autre
bécher. Ce bécher est complété avec du méthanol pour les 75% restants, ce qui forme la
solution 2. Ce volume de glycérol ajouté a été déterminé expérimentalement et permet de

former efficacement le complexe glycérocalcique.

e Ajout des modificateurs

Un certain ordre est a respecter lors de I’ajout des précurseurs du calcium et du sodium dans
la solution 1. La quantité steechiométrique d’hydroxyde de sodium est pesée puis mise en
premier. Avant d’ajouter ’acétate de calcium, il faut assurer la dissolution totale de la soude :
ce qui n’est pas ais€¢ en milieu alcoolique. Le méthanol étant moins polaire que 1’eau, le
passage du bécher pendant 30 minutes dans un bain a ultrasons permet d’accélérer la

dissolution, en placant un couvercle sur le bécher pour éviter I’évaporation du solvant.
9

Suivant I’origine de ’hydroxyde de sodium, il est possible d’observer le dépot d’un sel

insoluble dans le solvant apres cette opération. Ce sel correspond a la formation d’une couche
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de carbonate de sodium a la surface des grains de soude lors de leur contact avec le dioxyde
de carbone de I’air ambiant. Il ne se dissout pas dans le méthanol et entraine la cristallisation
des gels.

Si la solution est limpide, il est possible d’ajouter progressivement 1’acétate de calcium. A
chaque ajout, le calcium est consommé par la formation du complexe glycérocalcique qui est

de couleur jaune.

e Formation du sol et du gel

Pour former le sol puis le gel, les solutions 1 et 2 sont mélangées. Le gel commence
rapidement a se former. En effet, I’usage de NaOH permet d’obtenir un sol basique ce qui
permet une catalyse efficace (cf. page 35). Le bécher est maintenu sous agitation magnétique
alors que la viscosité du sol augmente progressivement pour atteindre le point de gel. Le gel

est alors séché a 1’étuve 72h a 130°C pour analyses.

4.5. Analyses

4.5.1. Mesure de ty et observations

Le sol 47Q-G atteint le point de gel en deux heures environ a ’ambiante. Si ce temps est
comparé a ceux déja rencontrés avec le TEOS et le TEP en utilisant d’autres protocoles de
synthéses, I’utilisation du glycérol semble augmenter le délai nécessaire a la formation du gel.
Le bécher contenant le sol passe progressivement d’une couleur jaune translucide a une

couleur rose transparente au cours de la gélification.

Les réactions d’hydrolyse des formateurs se déroulant en milieu basique sont rapides et totales
mais les réactions de condensations associées a la formation du gel sont probablement

ralenties par la présence du complexe.

Lors du séchage, le gel 47Q-G ne se fracture pas, une pastille dense et transparente se forme
dans le fond du bécher. Le séchage du gel a I’étuve a 130°C pendant 72h n’est pas complet
car il reste beaucoup de glycérol qui n’a pas réagi et qui devra étre éliminé lors du traitement

thermique.
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4.5.2. Analyses thermiques

La figure I-II-31 montre les analyses thermiques conduites a une vitesse de chauffe de

1°C/min sur le gel quaternaire 47Q-G.

ATD

_ Tg=780°C  Tc;~860°C Tc,=940°C | &
£ E
= z
ATG
40 Zl‘lﬂ 4;0 6"10 81‘10 10‘40

Température (°C)

Figure I-11I-31 : ATD / ATG du gel sec 47Q-G (1°C/min).

Les résultats de I’ATG visible sur la figure I-II-31 montrent que la plupart des pertes se
produisent entre la température ambiante et 700°C.
Les résultats de I’ATG couplée a I’ATD donnent les températures caractéristiques du gel
quaternaire :

- la température de transition vitreuse Tg est située vers 780°C,

- une premiere température de cristallisation Tc; est détectée a 860°C suivie d’une

seconde cristallisation Tc, vers 940°C.

Il est possible de conclure que pour obtenir un verre et non une vitrocéramique avec la

composition 47Q-G, il faut chauffer le gel sec entre 780 et 860°C.

4.5.3. DRX

La figure I-1I-32 représente les résultats de I’analyse par diffraction des rayons X sur le gel de
composition quaternaire 47Q-G. L’étude est effectué¢e en fonction de la température avec une

amplitude thermique allant de 130 a 1000°C. Un diffractogramme est réalisé a chaque

température de 130°C, 600°C, 700°C, 750°C, 800°C, 900°C et 1000°C. La température

111



Syntheses de verres sol-gel bioactifs dans les domaines SiO; - CaO - P,0s et SiO, - CaO - Na,O - P,0s

choisie est maintenue 24 heures puis une trempe est réalisée pour pouvir effectuer I’analyse.

Les échantillons sont chauffés avec un four électrique, a une vitesse de 1°C/min.

Na,Cay,(SigO1s) Na,Ca3Sig046
o o o JCDPS 04-017-3316 JCPDS 04-017-9201

1000°C

750°C

Intensité (coups)

700°C

600°C

130°C

T T T T T Y
10 20 30 40 50 60 70 80
20 (degreés)

Figure I-11-32 : Résultats de la diffraction X sur le composé 47Q-G.

La figure I-1I-32 montre 1’évolution du massif du gel 47Q-G : le gel a 130°C est bien amorphe
et son traitement thermique jusqu’a 700°C forme également un composé amorphe. A 750°C,
une phase cristallisée apparatit : elle correspond a un composé de formulation NasCas(SigO;g)

[33]. A partir de 800°C, cette phase devient du Na,CazSicO;6 [34].

Bien que la montée en température soit réalisée a la méme vitesse que I’ATD/ATG, les
températures observées sont différentes. Les différences viennent peut étre de la ventilation
qui peut étre variable en fonction des enceintes de traitement thermique.

Dans le cadre d’une syntheése réalisée dans un four traditionnel, le traitement thermique

appliqué au gel ne doit pas dépasser 700°C pour maintenir la nature amorphe du verre 47Q-G.

4.5.4. EDS/MEB
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Une analyse MEB-EDS a été réalisée sur une pastille de verre 47Q-G a 700°C. Le verre est
broyé dans un mortier en agate puis pastillé. Le tableau I-1I-16 présente les résultats de trois

points de mesures a la surface de la pastille.

1 point 2%m noint 3™ point
% masse | % atomes | % masse | % atomes | % masse | % atomes
Si 40 44 41 45 41 45
P 8 8 8 8 8 8
Ca 37 29 37 29 37 29
Na 14 19 14 19 14 19

Tableau I-1I-16. Résultats EDS/MEB pour le 47Q-G.

Le tableau I-1I-17 indique la composition théorique et la moyenne des trois points de mesures

du 47Q-G.

% masse % atome
théorique moyenne théorique moyenne
Si 35,86 411 37,15 45+1
| 8,41 8+1 7,91 8+1
Ca 28,86 37+1 20,95 29+1
Na 26,87 14+1 33,99 19+1

Tableau I-1I-17. Composition théorique et expérimentale du 47Q-G.

Comme pour les études précédentes, 1’analyse MEB-EDS étant essentiellement une méthode
d’analyse semi-quantitative, I’analyse du tableau I-II-17 met en évidence que le gel 47Q-G
contient du Si, du Na, du Ca et du P. L’écart entre la composition théorique est la moyenne

expérimentale est plus marqué avec ce procédé qu’avec les procédés A et 2A.

4.5.5. Etude de la bioactivité

Pour réaliser cette étude, le verre sol-gel 47Q-G a 700°C est broy¢ a 1’aide d’un mortier en
agate puis pastillé a 1’aide d’une presse. Les pastilles sont résinées pour n’exposer qu’une

surface S=1,54 cm? une fois immergées dans un volume de 50 mL de SBF a une température

fixe de 37°C. Le rapport S/V est donc de 0,03 cm™. Un échantillon de la surface est ensuite
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analysé par FTIR en mode ATR pour chaque temps d’immersion. La figure I-II-33 montre
I’évolution de la surface du bioverre 47Q-G pour des temps d’immersions de 3 et 24 heures.
Comme précédemment avec les compositions 45S5Q-2A et 47Q-2A, le mode ATR rend

I’acquisition des spectres délicats a cause des pastilles imparfaitement planes.
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Figure I-11-33. Spectre FTIR de la surface du bioverre 47Q-G en fonction de la durée

d’immersion.
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Comme le montre la figure I-11-33, les pastilles de verres 47Q-G traitées a 700°C présentent

des spectres FTIR différents en fonction du temps d’immersion.

Avant immersion, le verre est constitué de 6 bandes apparentes : la bande v,s Si-O 4BO a
1038 cm™ et celle de v, Si-O tétraédre 2 781 cm™', la double bande v Si-O 2NBO 2 926 cm™ et
859 cm™' sont caractéristiques du réseau de silice. Les deux dernieres bandes a 667 et 619 cm’
sont inconnues mais peuvent étre attribuées a des liaisons OH encore présentes dans le verre a
cause du glycérol. Ces bandes sont présentes a cause des précurseurs organiques, elles sont

également rencontrées sur les gels des bioverres du procédé alcoolate.

Apres 3h immersion, il est possible de remarquer que les bandes v Si-O 2NBO a 926 cm’ et
859 cm™ s’intensifient avant ’apparition d’une bande propre aux liaisons Si-OH. Cela
rapproche la réactivité du verre 47Q-G de celle des verres de compositions similaires obtenus
par fusion. Sur ceux-ci, I. Lebecq [24] a observé I’intensification des bandes v Si-O 2NBO

avant I’apparition d’un gel a la surface.

A 24h d’immersion, deux bandes relatives a la déformation 6 O-P-O cristallisé apparaissent a
560 et 599 cm™ mais aussi celle de v P=0 2 1237 cm™. La présence de ces bandes indique la
formation d’apatite cristallisée. Cette apatite peut étre définie comme carbonatée grice a la

bande v C-O 2 877 cm™.

Toutes ces bandes s’intensifient a 3 et 7 jours d’immersion, montrant la croissance de

I’hydroxyapatite carbonatée.

11 est possible que le début de la cristallisation de ’'HAC ait lieu entre 3h et 24h mais des tests
rapides d’immersion au-dela de 3h n’ont pas permis de trouver le moment exact de
I’apparition de cette phase. Le verre sol-gel 47Q-G obtenu a 1’aide de glycérol peut donc étre
qualifié de bioactif, mais sans pouvoir en préciser le temps minimal qui est forcément

inférieur a 24h.
4.6. Discussion

L’utilisation du glycérol comme complexant des ions calcium permet d’obtenir un verre dés

700°C. Le glycérol n’empéche pas le verre d’étre bioactif par immersion dans le SBF. Ce
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composé ralentit la formation du gel de silice et rend son apparition plus proche des
mécanismes observés avec les verres par fusion.
Par contre, le glycérol permet de réaliser un sol moins cofiteux avec des précurseurs qui sont

courants au laboratoire.

Les différents constituants des verres sont correctement insérés sous forme amorphe et
réagissent ensemble lors du traitement thermique, ce qui provoque la premiere cristallisation
de NayCay(SicO;5). Cependant, cette phase est déficiente en calcium : une partie est encore
piégée dans le réseau. Celui-ci n’est totalement dégradé qu’a 800°C et la phase cristalline
définitive apparait, du Na,Ca3SicO,¢. D’autres phases peuvent apparaitre entre 750° et 800°C
en fonction du taux de calcium libéré mais elles ne sont pas toutes observables par la

diffraction X car elles sont métastables.

Durant la syntheése du 47Q-G, il peut y avoir formation d’un carbonate de sodium insoluble
par réaction de la surface des grains lors de leur contact avec ’air. La soude doit donc étre

manipulée et stockée sous atmosphere azotée pour éviter ce phénomene.

La quantité de glycérol inséré dans la structure du verre est importante et ce composé ne
commence son départ qu’a partir de 290°C une fois mélangé au réseau silicate, donnant un
aspect tres noir au verre final. Il n’est pas possible de mettre moins de glycérol dans le
solvant, car sinon la formation du complexe n’est pas totale et le calcium ne s’insére pas dans

le réseau.

Pour utiliser efficacement une méthode de syntheése employant un complexant du calcium, il
faut trouver une molécule présentant une élimination plus facile et formant des complexes
avec une bonne efficacité. Cependant, cette méthode de synthese peut €tre ajoutée a celles qui

ont déja été mises au point et qui permettent de préparer des bioverres sol-gel.

Trois procédés de synthese sol gel ont été mis au point dans cette partie de 1’étude :
- le procédé A (alcoolate), avec qui le bioverre ternaire 47T-A de composition 47 %

S10,-48 % Ca0-5 % P,0s5 (% molaire) a été obtenu.
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- le procédé 2A (alcoolate et acétate) qui permet de réaliser des compositions
quaternaires comme le 45S5Q-2A (46,1% Si0,-26,9% Ca0-24,4% Na;0-2,6% P,0s
9omolaire) ou le 47Q-2A (47% Si0,-26,5% Ca0-21,5% Na,O-5% P,0s %molaire),

- le procédé G qui utilise du glycérol pour former des complexes avec le calcium et
réaliser des verres quaternaires, comme le 47Q-G (47% Si0,-26,5% Ca0O-21,5%
Na,O-5% P,Os5 %molaire).

Tous ces verres ont été testé comme bioactifs aprés immersion dans du SBF. Les procédés 2A
et G sont sélectionnés pour la suite de I’étude car ils permettent d’obtenir des compositions
quaternaires. Il est alors possible de réaliser des comparaisons avec les verres obtenus par
fusion de mémes compositions. Cela n’est pas possible avec le verre ternaire 47T-A qui est

difficile a synthétiser a 1400°C, car il ne contient pas de sodium, le fondant.
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Chapitre II. Dopages a I’argent de bioverres du systeéme Si0,-CaO-
Na,0-P,0s, recouvrements de substrats biocéramiques et tests
biologiques.
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Introduction

Les bioverres sol-gel, des procédés 2A et G étudiés au chapitre I, développent, une fois
immergés dans du fluide physiologique simulé (SBF), un gel de silice puis de 1’apatite
amorphe qui cristallise progressivement. Cet état de surface est bénéfique pour 1’adhérence
des cellules hotes car il permet la formation de nombreuses liaisons faibles de type Van der
Waals entre les cellules et les terminaisons OH du gel [1]. Le procédé sol-gel permet de
conserver la bioactivité observée sur les verres obtenus par fusion. La formation d’apatites
amorphes puis cristallisées permet aux bioverres d’apporter aux cellules hotes quelques-unes
des briques essentielles a la formation de I’os. Les cellules puisent les éléments, dont elles ont

besoin, dans le milieu ou elles sont accrochées.

Tout d’abord une étude préliminaire de prolifération sur des cellules L132 a été réalisée. En
exposant les cellules a des concentrations croissantes de poudre de bioverres des procédés 2A,
G et fusion, il est possible de déterminer le procédé sol-gel le moins toxique pour les cellules

humaines. Par choix, la suite de 1’étude s’est portée sur le procédé le moins toxique.

Les procédés sol-gel, décrits dans le chapitre I, ne permettent pas d’obtenir directement des
blocs de verres aux dimensions contrdolées. En effet, les monolithes obtenus se fracturent
facilement lors du séchage et de la stabilisation thermique. Un broyage de ces monolithes
permet cependant d’obtenir une poudre qui est mise en forme de pastilles avec une presse.
Ces pastilles sont ensuite résinées pour étudier la réactivité d’une seule face lors d’immersions

dans le SBF.

Cependant, les pastilles de poudres compressées sont constituées de grains de verres qui
peuvent se détacher facilement les uns des autres en milieu aqueux. Pour réaliser des études
de proliférations et de vitalités cellulaires, les échantillons doivent présenter une surface sur
laquelle les cellules peuvent adhérer facilement pour proliférer. Avec les échantillons tels
qu’ils ont été préparés, il y a un risque de décrochage, ce qui n’est pas souhaitable. Pour éviter
ce phénomene, il est possible de recouvrir la surface des substrats d’une couche mince de

bioverre sol-gel a I’aide d’une technique de trempage-retrait (cf. Annexe III).

Les biocéramiques traditionnelles en HA et TCP présentent une bonne compatibilité naturelle

avec les cellules eucaryotes [2], ce qui en fait de bons candidats pour réaliser ces substrats. Il
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est possible de les mettre en forme de pastilles denses [3] ou bien en forme d’échantillons

macroporeux [4].

De plus, pour un matériau implantable in vivo, posséder une action de surface, qui limiterait la
formation de biofilms bactériens, est une caractéristique intéressante. L’argent, comme
d’autres éléments métalliques, réduit la prolifération des cellules par un effet appelé effet
oligodynamique. Les travaux de A. Balamurugan et al. [5] étudient le dopage d’un verre sol-
gel avec de I’argent et permettent d’observer un effet antibactérien. 11 est donc envisageable
de doper les compositions 47Q et 45S5®, de déposer les verres dopés et non dopés a la

surface de substrats biocéramiques puis de caractériser les dépots.

L’effet biologique de ces dépots a été évalué dans un premier temps sur une souche
bactérienne appelée Pseudomonas aeruginosa. 1l est cependant souhaitable que 1’argent
n’exerce pas de toxicité pour les cellules eucaryotes de 1’hote. Pour le vérifier, des tests de

prolifération et de vitalité ont été réalisés sur une lignée cellulaire humaine appelée MG63.

Ce chapitre se décompose en deux parties :

- la premicre partie donne une approche théorique des conditions de prolifération in
vitro des microorganismes cellulaires et défini des notions essentielles a la
compréhension des tests biologiques réalisés in vitro,

- la deuxieéme partie concerne les résultats du dopage a 1’argent et le recouvrement de
biocéramiques par les verres dopés et non dopés. Les tests biologiques permettent
alors d’évaluer I’effet des dépdts sur la prolifération et la vitalit¢ d’une souche

bactérienne et d’une souche cellulaire eucaryote.
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1°® partie : Approche théorique des conditions de prolifération in vitro
des micro-organismes cellulaires
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Approche théorique des conditions de prolifération in vitro des micro-organismes cellulaires

Cette partie s’articule autour de quatre points principaux. Dans un premier temps, des
définitions courantes dans le domaine de la biologie, mais souvent mal connues dans le
domaine de la chimie des matériaux, sont €noncées. Ensuite, les différents parametres,
permettant la réussite de culture in vitro de bactéries et de cellules eucaryotes, ont été étudiés
en deux points distincts. Ce travail bibliographique se termine par la compréhension de
quelques-unes des techniques qui permettent de quantifier la prolifération et la vitalité

cellulaire.

1. Définitions générales

1.1. Cellules eucaryotes et cellules procaryotes

En 1665, R. Hooke [1] observa une cellule au moyen d’un microscope rudimentaire. La
découverte de R. Hooke marqua le début de la théorie cellulaire, selon laquelle tous les €tres

vivants sont formés de cellules.

La communauté scientifique commenca a s'intéresser a 1’origine des cellules et les différentes
observations s’enchainérent. Les bactéries, les levures et d’autres organismes furent
découverts, ce qui permit de différencier :
- les étres unicellulaires, ne comportant qu’une seule cellule dite procaryote : par
exemple les bactéries.
- des étres pluricellulaires composés de multiples cellules appelées eucaryotes : comme

les végétaux ou les animaux.

La figure II-I-1 représente les deux différents types de cellules.
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Figure II-1I-1 : Cellules eucaryote et procaryote

Les procaryotes sont principalement les bactéries. La plupart vivent comme des organismes
unicellulaires mais certaines bactéries peuvent s’associer en chaine. Les procaryotes n’ont pas
de vrai noyau : leur ADN flotte dans le cytoplasme de la cellule.

Les eucaryotes (ou « noyau-vrai ») posseédent un noyau séparé du reste du contenu cellulaire,
il contient I’ADN. Les cellules animales et végétales sont principalement eucaryotes.

Les virus, ou acaryotes, sont des éléments, et non des cellules, qui ne possedent ni noyau ni

cytoplasme et qui détournent la chimie d’une cellule hote pour se reproduire.

1.2. Vie et mort des cellules

En 1879, W. Flemming [2] décrit le mécanisme qui permet aux cellules eucaryotes de se
diviser et de proliférer dans leur environnement : la mitose cellulaire. Un mécanisme proche

de la mitose est observé chez les bactéries : la scissiparité.

La nécrose correspond a une mort brutale, qui est une mort non programmée et qui survient
lorsque la cellule est agressée par une molécule chimique ou par une autre cellule. La cellule

éclate et répand son cytoplasme dans le milieu de culture.

L’apoptose, ou mort programmée, s’oppose a la nécrose. Dans le cas de ’apoptose, la cellule
n’éclate pas mais elle se fragmente en plusieurs petits morceaux qui seront facilement
¢liminables par I’organisme. Cette mort programmée ne provoque pas d’état infectieux,

contrairement aux tissus nécrosés.
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1.3. Cultures in vitro

En 1855, R. Virchow [3] énonce le second axiome de la théorie cellulaire : toute cellule
provient d’une autre cellule. L. Pasteur [4] montra en 1861, que tout étre vivant a besoin d’un
milieu de culture adapté a ses besoins : rien ne peut croitre spontanément. Le milieu de culture
doit contenir au minimum des sels minéraux, des acides aminés, des vitamines et une source

d’énergie comme, par exemple, du glucose.

Les chercheurs réussirent rapidement la culture in vitro d’organismes procaryotes, comme les
bactéries. De par leur nature solitaire, les bactéries présentent naturellement un taux de
division important, non dicté par un facteur extérieur.

Les premieres tentatives de culture de cellules eucaryotes, comme par exemple les cellules
humaines, ne donnérent pas de bons résultats. En effet, ces cellules ne se divisent pas d’elles-
mémes si elles sont sorties de leurs organismes hotes. Elles ont en effet besoin d’un facteur de
croissance sécrété par d’autres cellules de I’organisme et qui permet d’amorcer leur méiose.
Chez les végétaux, certains facteurs de croissance communs furent identifiés comme les
cytokinines et les auxines sécrétées par leurs apex, qui sont les sommets de chaque tige. Pour
les cellules eucaryotes animales, les facteurs de croissance sont tres spécifiques a chaque type
de cellules. Les cultures de cellules humaines n’ont donc pas été possibles avant le début du

XX siecle car les facteurs de croissance restaient inconnus.

1.4. Types de cellules

L’organisme humain est composé d'environ 10" cellules qui se différencient en plus de deux
cents types cellulaires différents comme, par exemple, les lymphocytes, les ostéoblastes, les
neurones... Ces ensembles cellulaires constituent les tissus ou organes (systéme sanguin, oS,
cerveau...).

Chaque tissu possede un stock de cellules souches, de cellules adultes et de cellules
sénescentes [5].

Les cellules souches présentes dans les tissus sont dites unipotentes car elles sont déja
programmées pour se différencier en un seul type de cellules.

Il existe des cellules souches embryonnaires qui sont totipotentes: elles peuvent se
différencier en tous les types de cellules présentes dans 1’organisme. Le caractére totipotent

des cellules souches embryonnaires ne se manifeste que lors des premieres divisions.
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1.5. Limite de Hayflick et de I’inhibition de contact

Plusieurs parametres biologiques limitent la culture et la conservation in vitro de cellules
eucaryotes : parmi ces parametres, les plus influents sont la limite de Hayflick et de
I’inhibition de contact cellulaire [5] :

- la limite de Hayflick est le nombre maximal de divisions que pourra effectuer une
cellule adulte avant d’entrer en sénescence puis de mourir par apoptose. Les cellules
embryonnaires ne sont pas concernées par la limite de Hayflick,

- D’inhibition de contact repose sur le fait que les cellules refusent de se diviser si elles
ont colonisé toute la surface disponible : les cellules ne peuvent pas se superposer

[’une sur I’autre.

2. Prolifération in vitro des cellules eucaryotes

2.1. Milieux de cultures cellulaires

In vivo, la prolifération cellulaire est rigoureusement contrdlée : certaines cellules, comme les
neurones ne nécessitent pas un renouvellement constant alors que d’autres sont
perpétuellement en cours de multiplication comme les cellules sanguines ou la peau [5].

Le contrdle de cette multiplication cellulaire normale se fait par l'intermédiaire d'un équilibre
entre facteurs activateurs de croissance et facteurs inhibiteurs. Toute altération de cet équilibre
peut faire pencher la balance du c6té inhibiteur et dans ce cas la cellule meurt et disparait.
Lorsqu’une cellule sénescente normale meurt, une cellule souche unipotente présente dans le
tissu devient mature et la remplace. Cette cellule devient alors adulte et elle peut commencer a

se diviser sous ’influence des facteurs de croissance.

La culture in vitro de cellules eucaryotes n’est pas facile : il faut utiliser un milieu de culture
tres varié qui reproduit le plus fidelement possible les conditions de propagation rencontrées
in vivo. Pour cela, un milieu de culture possible est le sérum de veau feetal (noté SVF). 1l est
préparé a partir de sang de feetus de veau, prélevé chez des vaches qui au moment de
l'abattage, sont gestantes. Le foetus de veau est enlevé lors de 1'éviscération et le sang est

récolté par ponction cardiaque sans anesthésie.
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Le SVF présente dans sa composition des facteurs de croissance permettant la prolifération
mais aussi des facteurs d’attachement contribuant a une bonne adhérence indispensable a la
division cellulaire [6]. Il apporte des hormones et exerce un pouvoir tampon ainsi qu’un role
protecteur et des propriétés nutritives par la présence de nombreux métabolites, d’ions,
d’oligoéléments et de lipides en solution.

Cependant, le SVF présente aussi des défauts : sa composition précise n’est pas définie et il
existe une forte variabilité d’un lot a I’autre. M&me si il est prélevé stérilement et stérilisé par
filtration, il présente également des problémes d’innocuité car il peut renfermer des agents
pathogenes de petites tailles [7]. Sa richesse peut méme limiter la prolifération, il est alors

nécessaire de le diluer dans un autre milieu [8].

Devant la faible reproductibilité de certains résultats, certains chercheurs ont évolué vers la
mise au point de milieux artificiels, enrichis en facteurs rigoureusement contrdlés. Ces
milieux sont appelés milieux définis. Différents constituants définis sont additionnés en
fonction des exigences du type cellulaire cultivé a des concentrations définies dans un milieu
synthétique de base riche. Le milieu essentiel minimum, ou MEM (Minimum Essential

Medium) est couramment utilisé (cf. Annexe IV).

Cependant, la culture de cellule normale ne sera pas pérenne. Lorsque la taille de la colonie
approchera de la limite d’inhibition de contact, elle dépérira. Il faudra effectuer des
repiquages successifs de la culture jusqu’a la limite de Hayflick et il faudra tout recommencer
avec des cellules plus jeunes.

Tous ces phénomenes nuisent a la reproductibilité et ne sont pas compatibles avec des études

effectuées sur de longues périodes.

2.2. Cellules HeLa

In vivo, les cancers sont des amas de cellules anormales qui ne se soumettent plus aux facteurs
de croissance de I’organisme et a I’apoptose. Ces cellules sont souvent porteuses d’un gene
appelé oncogene qui leur permet d’organiser elles-mémes leur prolifération en émettant leurs
propres facteurs de croissance. En échappant aux mécanismes de proliférations naturels, les
cellules cancéreuses se soustraient également aux limites de Hayflick et de I’inhibition de

contact. Alors que les cellules normales ont besoin d’un support pour vivre et ne peuvent pas
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s’empiler, les cellules cancéreuses peuvent s’amasser et étre mobiles dans 1’organisme tout en

restant prolifiques.

Au début du XX*™ siecle, les cultures in vitro de cellules cancéreuses étaient également
difficiles mais en 1951, un papillomavirus infecta une patiente américaine nommée Henrietta
Lack, ce qui lui inocula un géne qui conduisit au déclenchement d’un cancer du col I'utérus
[9-10]. Le papillomavirus est un virus porteur d’un oncogene qui infecte une cellule normale
en la transformant en cellule cancéreuse, ce qui la rend potentiellement capable de produire
une plus grande quantité de nouveaux virus. Comme cette patiente était déja porteuse de son
propre oncogéne, l’introduction du geéne du papillomavirus déclencha le cancer tout en

amplifiant le potentiel de croissance de ces cellules.

En conséquence, une culture in vitro de ces cellules, baptisées cellules HeLa, est possible du
fait de leur extraordinaire faculté de croissance. Leur potentiel de croissance est si important
que si elles contaminent par accident une autre culture cellulaire, elles prennent le dessus et
étouffent les autres cellules.

La colonie ne dépérissant plus avec le temps, ces cellules ont été baptisées cellules
immortelles. Individuellement, les cellules meurent mais la souche peut étre conservée

indéfiniment.

Les cellules HeLLa constituent la premiere souche de cellules humaines immortelles et elles
ont permis la conduite d’essais biologiques longs pouvant étre pratiqués facilement avec une

bonne reproductibilité, ce qui était difficile avant leur apparition.

2.3. Lignées immortalisées

En infectant des cultures de cellules humaines avec d’autres virus oncogenes, les chercheurs
ont élaboré d’autres méthodes pour obtenir in vitro des lignées immortelles d’origine

artificielle [11].

La méthode la plus courante concerne 1’utilisation du virus simien 40 (ou SV40). Le virus
SV40 fait partie la famille des polyomavirus qui comme les papillomavirus, sont des virus a
ADN de petite taille (environ 45nm) sans enveloppe. Il est présent naturellement dans les

reins des singes rhésus chez qui il semble étre non-pathogene. L’étude du SV40 a permis
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d’isoler un antigéne nommé AgT qui est capable d’immortaliser une lignée cellulaire humaine

une fois introduit dans le milieu de culture.
D’autres virus porteurs d’oncogeénes ont depuis été détectés comme, par exemple, le virus JC
et le virus BK, également de la famille des polyomavirus. Ils exercent de fagon similaire au

SV40 mais agissent sur d’autres types de cellules.

3. Prolifération in vitro de cellules procaryotes

3.1. Milieux de cultures bactériens in vitro

R. Koch [12] peut étre considéré comme le véritable fondateur de la microbiologie. C'est lui
qui développa les principales méthodes encore utilisées aujourd'hui : milieux nutritifs adaptés
a toutes sortes de bactéries, culture des bactéries sur milieu solide, colorations spécifiques...
On lui doit, entre autre, la découverte du bacille de la tuberculose et du vibrion du choléra.
Mais, en France, c’est le nom de L. Pasteur qui reste attaché a la naissance de la

microbiologie.

Méme si certains micro-organismes se développent facilement, un milieu de culture doit-€tre
préparé afin d’augmenter leur vitesse de multiplication [13]. Il doit aussi satisfaire leur
exigences nutritives ce qui implique :
- de couvrir les besoins en ions minéraux et d’apporter une source de carbone et
d’énergie,

- de présenter un pH ainsi qu’une force ionique optimale.

Il existe une grande variété de milieux de culture en rapport avec la diversité des exigences
nutritives des micro-organismes. Il est possible de distinguer les milieux empiriques des

milieux synthétiques.

Les milieux empiriques sont de composition approximative car cela dépend des matieres
premieres utilisées : extrait de viande ou de levure, peptones, sucres et éventuellement
liquides biologiques (sérum, sang...). Les composants du milieu doivent convenir aux micro-
organismes étudiés. Ce sont les milieux les plus employés aujourd’hui comme, par exemple,

les milieux LB, Columbia, Gassner, ...
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Les milieux synthétiques sont de composition exactement connue, qualitativement et
quantitativement. Ces milieux sont surtout utilisés pour I’étude des bactéries autotrophes ou

pour étudier les besoins nutritifs d’un germe.

11 est possible de favoriser la culture de certains micro-organismes par rapport a d’autres en
jouant sur la composition du milieu : les milieux pourront étre sélectifs ou non-sélectifs.

La majorité des procaryotes ont besoin d’une surface solide a laquelle adhérer pour former un
biofilm. Un milieu de culture solide et facile a reproduire est nécessaire, il est obtenu en
ajoutant un agent gélifiant a un milieu liquide. Le gélifiant le plus utilisé est 1’agar-agar ou
gélose, I’addition de diverses autres molécules ne posant aucun probléme particulier. L’agar-
agar est un polygalactoside sulfaté que tres peu de micro-organismes sont capables de
dégrader. Il présente la propriété de former avec 1’eau un gel solide a une température
inférieure a 60 °C tout en étant liquéfiable par ébullition, auquel cas, il reste en surfusion
jusqu’aux environs de 45°C.

Les milieux solides destinés a étre coulés en boite de Pétri ou en tube ont une teneur en gélose

assez élevée (15 g.L™") tandis que les géloses molles ou semi-solides sont peu gélosées (3 a 5

gL™h.
3.2. Modes de vie bactériens

Il existe de nombreux types bactériens différents qui vivent dans des milieux naturels variés
[13]. Afin d’en réussir la culture in vitro, il est nécessaire de connaitre les caractéristiques de
vie des bactéries. Un premier classement du genre bacteria peut s’organiser suivant la nature

des nutriments consommés. Les bactéries peuvent étre autotrophes ou hétérotrophes :

- Dautotrophie consiste a assimiler des nutriments d’origine inorganique ce qui permet
de ne pas avoir besoin de molécules organiques pour assurer la survie, par exemple les
cyanobactéries,

- DI’hétérotrophie inclut les bactéries qui ont la nécessité de consommer des éléments
organiques pour proliférer. De part cette dépendance, elles représentent un danger
pathogene pour les especes eucaryotes. La majorité des bactéries connues sont

hétérotrophes : les staphylocoques, les bacilles, ...
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Une deuxieme classification peut étre effectuée par la nature et la forme de la paroi

bactérienne. Il est possible d’observer deux formes de parois : les coccis et les bacilles. Les

coccis sont de forme ronde et les bacilles sont cylindriques.

Indépendamment, il existe deux types de parois :

les parois €paisses mais uniques,

celles plus fines mais doublées.

C’est le bactériologiste danois H. C. Gram [14] qui mit au point en 1884 un protocole de

coloration qui permet d’identifier les deux types de parois. Les différentes étapes de cette

coloration sont succinctement les suivantes :

coloration par le violet de gentiane (cristal violet) pendant 30 secondes a 1 minute,
suivie d’un ringage a l'eau pure. Le violet de gentiane se fixe sur les composants des
parois de toutes les bactéries,

fixation du colorant avec du lugol (solution composée de diiode et d’iodure de
potassium en solution dans de 1’eau) pendant 30 secondes a 1 minute, suivie d’un
ringage a l'eau déminéralisée également,

décoloration rapide a I’alcool : 1’alcool ou un mélange alcool-acétone est versé au
goutte a goutte sur une lame inclinée obliquement jusqu’a ce que le filet de solvant
résultant soit clair. Cette étape est suivie d’un ringage abondant avec 1’eau
déminéralisée pour stopper la décoloration. Cette étape doit étre effectuée avec
délicatesse, 1’utilisation abusive de 1’alcool aurait pour conséquence de rendre le test
faux,

recoloration a la safranine ou a la fuchsine, pendant 30 secondes a 1 minute. Un
dernier lavage a 1’eau déminéralisée doit étre réalisé suivi d’un séchage de la lame a

50°C.

L’alcool sert a décolorer la paroi des bactéries qui seront dites Gram négatif (ou Gram-).

Celle-ci, plus fine, va en effet laisser passer 1’alcool (molécule hydrophile) ou le mélange

alcool-acétone ce qui provoquera la décoloration en éliminant le violet de gentiane.

Au contraire, pour les bactéries dites Gram positif (ou Gram+), la paroi est plus épaisse et

constitue une barriere imperméable a 1'alcool. Elles resteront alors de couleur violette.

L'étape de recoloration est une contre-coloration ayant pour but de donner aux bactéries Gram

négatif précédemment décolorées une teinte rose permettant de les visualiser au microscope.
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Les bactéries a Gram positif restées violettes seront évidemment insensibles a cette contre-

coloration plus pale que le violet imprégnant leur cytoplasme.

La coloration de Gram permet de différencier la paroi bactérienne et de scinder les bactéries
en deux grands groupes : les Gram+ qui ont une paroi épaisse comme les Lactobacillus et les
Gram- qui ont une paroi fine mais ont en plus une membrane externe comme, par exemple,
Escherichia coli. Alors que les bactéries Gram+ sont pour la plupart des germes non
exigeants, c'est-a-dire qu'ils se cultivent facilement dans les milieux de base, les organismes

Gram- sont plus difficiles a cultiver in vitro.

Une derniere classification concerne leurs conditions physiques de propagations : la plupart
des bactéries ont besoin du support de culture sur lequel elles fabriquent un film adhésif et
protecteur qui est appelé biofilm [15]. Le biofilm présente souvent plusieurs genres de
bactéries qui vivent en symbioses au travers d’un comportement coopératif [16]. Lorsque que
la bactérie survit seule dans un milieu liquide sans former de biofilm, le mode de vie est dit

planctonique.

4. Essais biologiques

A T’aide de la culture de cellules in vitro, il est possible d’évaluer I’impact d’un matériau ou
d’une molécule sur la prolifération cellulaire. Ces évaluations reposent sur la comparaison de
cultures exposées aux substances a tester par rapport a des cultures témoins non exposées.
Pour que les résultats soient significatifs, il faut donc répliquer I’expérience un grand nombre
de fois afin de calculer les moyennes et les écarts types entre les différentes manipulations. Il
faut également s’assurer d’une bonne reproductibilité des conditions de culture.

Toutes les méthodes consistent a ensemencer les cultures exposées et les cultures témoins
avec la méme concentration initiale en micro-organisme.

Les cultures sont placées ensemble a 1I’étuve a 37°C. Apres un temps défini suivant la nature

de I’étude, elles en sont retirées pour analyse.
11 est possible d’établir 1’efficacité d’une culture in vitro en mesurant :

- lavitalité, il s’agit de déterminer ’activité de la cellule,

- la prolifération, le nombre de cellules vivantes est mesuré,
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- la viabilité, c’est I’évaluation de la capacité d’une cellule a survivre ou a mourir. La

viabilité ne sera pas évaluée dans cette étude.

4.1. Méthodes de mesure de la vitalité

4.1.1. Libération d’ATP

L’activité des micro-organismes peut étre évaluée par une méthode qui consiste a mesurer la
quantité¢ d’Adénosine TriPhosphate ou ATP [17-18] Les cellules eucaryotes et les bactéries
utilisent I’ATP comme vecteur d’énergie. L’ ATP est fabriqué et utilisé rapidement par les
cellules, et n’est pas stocké ce qui en fait un bon indicateur de I’activité a un instant donné.

Pour libérer I’ATP, il faut mettre en contact les cellules avec un réactif qui provoque leur lyse.

Pour mesurer la quantité d’ATP libérée dans le milieu, la réaction avec la luciférine est
utilisée. La luciférine est présente dans la luciole ou elle est responsable de la lueur émise
dans 1’obscurité. La réaction consomme I’ATP, la luciférine et de I’oxygéne pour former du
CO,, de I’oxyluciférine et un photon de lumiere. Des kits de réactifs avec des appareils de

mesures associés sont commercialisés et permettent une lecture rapide et standardisée.

4.1.2. Activité métabolique

Toutes les cellules eucaryotes ont une ou plusieurs mitochondries a l'intérieur de leur
cytoplasme. Ces mitochondries sont les centrales énergétiques des cellules qui consomment
les nutriments présents dans le milieu en produisant en retour I’ATP.

Les mitochondries émettent également dans le milieu des déchets métaboliques comme la
succinate déshydrogénase mitochondriale (MTT). II est alors intéressant de mesurer la
concentration en MTT dans le milieu pour calculer la vitalité cellulaire : plus la cellule est

active et plus sa mitochondrie relargue du MTT [19].

Les sels de tétrazolium sont utilisés car ils sont oxydés par la MTT, pour former du formazan.
L’ajout provoque également une lyse des cellules. Le formazan formé étant violet et les sels
de tétrazolium initiaux jaunes, il suffit alors de mesurer I’absorbance de la solution a une

longueur d’onde située autour de 550 nm. La lecture est facilement effectuée a 1’aide d’un
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spectrophotometre. En comparant avec celle du témoin 1’absorbance lue permet de calculer la

vitalité. La figure II-I-2 montre la réaction qui conduit au formazan.

succinate // H

= N\rN déshydrogénase N
—— —
Br~
s/

3-[4,5-d|méthy|’[hlaZO|-2y|]- Formazan S /
2,5-diphényltétrazolium bromide

) Couleur violette
Couleur jaune

Figure I1-1-2. Réaction du test MTT

4.2. Evaluation de la prolifération

4.2.1. Comptage des cellules

Des échantillons des cultures tests et des cultures témoins sont prélevés pour étre observés

avec une cellule de Malassez, en utilisant un colorant ou non [20].

Pour les cellules eucaryotes deux colorants sont utilisés :
- le bleu trypan qui est un colorant qui ne colore que les cellules mortes,
- le rouge neutre qui colore uniquement les cellules vivantes mais cela entraine leur
lyse.
La figure II-I-3 montre une observation de cellules eucaryote avec un microscope optique

équipé d’une cellule de Malassez.
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Figure II-1-3 : Observation de cellules eucaryotes sous cellules de Malassez.

Pour les bactéries, le comptage peut étre réalis¢é a 1’ceil nu ou au microscope a faible
grossissement [21].

En effet, une bactérie solitaire cultivée dans un milieu adéquat va former, a I’issue de
I’étuvage, une colonie par division successive. Il est impossible de discerner a I’ceil nu une
bactérie isolée mais cela devient possible lorsque la bactérie a proliféré jusqu’a former une
colonie de taille acceptable. La comparaison du nombre de colonies, présentes dans les
témoins avec celui observé dans les boites exposées, permet de quantifier I’influence de la
substance sur la prolifération des bactéries. Il est possible d’utiliser un colorant comme le
violet de gentiane apres 1’étuvage et de fixer cette coloration avec du lugol pour faciliter le

comptage.

4.2.2. Evaluation par spectrophotométrie

Les microorganismes cultivés en milieu liquide le rendent opaque a certaines longueurs
d’ondes. L’utilisation d’un spectrophotometre permet de mesurer la turbidité, la teneur du
liquide en particules qui opacifient la solution. La turbidité est proportionnelle au nombre de
cellules présentes dans le liquide, et donc a 1’absorbance lue sur I’appareil [22].

Le calcul du résultat permet de déterminer la prolifération, en divisant les mesures des

échantillons exposés par celles des échantillons témoins.

Les définitions et les techniques énoncées vont étre utiles a la compréhension des tests

biologiques qui sont réalisés dans la deuxieme partie de ce chapitre.
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En effet, la prolifération a été étudiée par comptage direct pour les cellules eucaryotes et par
spectrophotométrie pour les bactéries. La vitalit¢ des eucaryotes a été analysée par une
technique de mesure de 1’activité métabolique et la formation de biofilms par les bactéries a

été mise en évidence par des mesures de I’ATP.
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Le but est de taille dans cette partie, le dopage a I’argent sur un des procédés sol-gel étudié au
chapitre 1. En effet, I’argent ainsi introduit devrait posséder une action limitant la formation
de biofilm par des bactéries [1]. La toxicité de poudres de verres issus des procédés 2A, G et
fusion sera évaluée avec des cellules L132, afin de réaliser les dopages a I’argent sur le verre

élaboré par le procédé le moins toxique pour les cellules humaines.

Les températures caractéristiques (Tg et Tc) ont été déterminées pour les nouveaux verres
dopés, a 1’aide d’analyses thermiques et de diffractions des rayons X. Une étude de la
bioactivité des verres par immersion dans du fluide physiologique simulé a été également

réalisée.

La mise en place d’essais biologiques plus poussés nécessite de déposer les verres sol-gel sur
des substrats biocéramiques. Pour réaliser les substrats des essais biologiques, des poudres de
TCP sont mises en forme de pastilles. A titre d’essai, un édifice macroporeux en HA est
également préparé. Les échantillons sont ensuite recouverts a 1’aide d’une technique de
trempage-retrait par les bioverres dopés et non dopés avec de 1’argent. Des observations MEB

caractérisent ces dépdts, avant et pendant leur immersion dans du SBF.

La surface des pastilles de TCP a été ensuite testée avec une souche de bactérie, Pseudomonas
aeruginosa, afin d’évaluer 1’effet antibactérien de I’argent. La toxicité des dépdts pour les
cellules eucaryotes MG63 a été également quantifiée. En effet, elle ne doit pas €tre trop élevée

pour ne pas nuire aux cellules de 1’hote.

1. Synthese de bioverres sol-gel dopés a ’argent

1.1. Effet oligodynamique

En 1893, le botaniste suisse K.W. von Nigeli observe que les ions métalliques de mercure,
d'argent, de cuivre, de fer, de zinc, de bismuth, d'or, d'aluminium et d'autres métaux exercent
un effet toxique sur les cellules procaryotes et eucaryotes, méme a faible concentration [2]. 11

baptise ce phénomene effet oligodynamique.
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Le mécanisme complet de cet effet est actuellement incompris. Cependant, 1’action des
cations métalliques doit intervenir sur le métabolisme cellulaire : les virus, dépourvus de

métabolisme, ne sont pas affectés par 1’effet oligodynamique.

Une étude récente [3] a évalué la toxicité de 1’argent et du cuivre sur des colonies de
Salmonella paratyphi, Shigella spp., E. coli, E. coli (souche multi-résistante), Vibrio cholerae
et Klebsiella. Elles sont incubées avec de 1’eau stockée dans des jarres faites des métaux
testés. Apreés comptage a 48h d’incubation, toutes les souches bactériennes placées dans les
jarres en argent montrent une réduction de leur prolifération. Cela est observable méme pour
les souches d’E. coli multi résistantes aux traitements chimiques. Les résultats indiquent que
des ions métalliques se lient sur les sites actifs d’enzymes produites par les cellules, ce qui

conduit a I'inactivation de ces catalyseurs des réactions du milieu vivant.

Actuellement, 1’effet oligodynamique est majoritairement appliqué, grace au procédé sol-gel,
au traitement de surface des matériaux destinés a des usages médicaux [4-5]. Le dépot réalisé
empéche alors la formation de biofilm bactérien a la surface des matériaux traités. En
particulier, ce type de dépdt peut étre appliqué a des substrats céramiques en hydroxyapatite
(HA) ou en phosphate tricalcique (TCP), en utilisant des bioverres obtenus par voie sol-gel
judicieusement dopés, a ’instar des travaux de M. Catauro et al. [6] et de M.G. Raucci et al.

[7] qui mettent en ceuvre un bioverre ternaire Si0, — CaO — Na,O dopé a ’argent.

1.2. Influence des bioverres non dopés sur les cultures eucaryotes in-vitro

Il est nécessaire d’évaluer 1I’impact biologique des bioverres seuls avant d’entreprendre un
dopage des compositions par I’argent, afin de s’assurer que les matériaux, obtenus par les
différents procédés de synthese utilisés, ne présentent pas de toxicité pour les cellules

eucaryotes.

Pour cela six bioverres réalisés par différents procédés sont comparés :

- le bioverre 47Q-2A, issu du procédé alcoolate (cf. page 84). Une comparaison
complete est possible avec la composition 45S5Q-2A, qui est obtenue avec le méme
procédé et possede la méme composition initiale que le verre 45S5® de Hench.

- les verres 47Q-G et 4555Q-G qui sont réalisés avec le procédé glycérol (présenté a la

page 107).
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- les bioverres 47Q et 45S5Q synthétisés par fusion classique qui sont déja connus pour

étre biocompatibles [8-10]

Les études de prolifération permettent d'évaluer la concentration létale a 50% ou CL50. La
CL50 est la concentration de bioverre a apporter aux cellules pour que la moitié des individus
meurent par rapport a témoin non exposé. Elle est déterminée en utilisant un test de
développement de colonies de cellules épithéliales de lignée L132 (cellules de poumon
embryonnaire humain) [11]. Tous les organes sont recouverts d’une sorte de membrane qui
délimite le tissu : les épithéliums. Les cellules épithéliales se situent dans cette membrane.
Ces cellules servent a protéger les organes et a faire des échanges avec le milieu extérieur. Ce
test respecte les normes internationales et européennes (ISO10993-5/EN30993-5) [12]. La
lignée cellulaire épithéliale L132 est choisie pour sa bonne reproductibilité et son efficacité au
clonage d'environ 37%. La culture est réalisée en milieu MEM (cf. page 133 et Annexe IV)

supplémenté avec 10% de SVF (sérum de veau fcetal).

Les cellules L.132 sont exposées continuellement a une concentration croissante (0, 25, 50,
100, 200, 400 mg / L) de poudre de verre bioactif sans renouvellement de 1'environnement au
cours des expériences. Apres une période de culture de 9 jours, le milieu est éliminé et les
colonies sont colorées au cristal violet pour compter les cellules encore vivantes. Le nombre
de colonies est alors compté sous microscope binoculaire. Au moins six expériences sont
effectuées pour chaque groupe de concentration. Les résultats sont exprimés sous forme de
valeurs moyennes * SD par rapport au témoin (environnement sans poudre de verre).
L’abréviation SD ou Standard Deviation signifie écart-type. La poudre de nickel a également
été testée comme témoin positif. Tous les composés étudiés ont €té introduits en poudre avec

une granulométrie moyenne de 20 pm.

Les figures II-1I-1 a II-II-6 présentent les résultats des tests réalisés sur les bioverres des
procédés alcoolates, glycérol et fusion. Les figures II-1I-1 et II-II-2 présentent les résultats de
prolifération des cellules L.132 sur les poudres des bioverres de références : les 45S5Q et 47Q

obtenus par fusion classique.
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Figure II-1I-1 : Etude de la
toxicité du bioverre 45S5Q.

Figure II-11I-2 : Etude de la

toxicité du bioverre 47Q.

Lorsqu’ils sont en faible concentration dans le milieu, comme par exemple a 25, 50 et 100

mg.L‘l, la survie des cellules L132 est assurée. En effet, le taux de survie par rapport au

témoin dépasse 100% pour ces deux compositions, ce qui signifie que les cellules ne sont pas

mortes au contact des verres.

A plus forte concentration, les bioverres réalisé par fusion montrent une toxicité un peu plus

exacerbée, mais qui n’atteint jamais la CL50. Les cellules L132 sont des cellules résistantes

[13], mais il est possible de conclure que les bioverres fusion 45S5Q et 47Q ne sont pas

toxiques pour celles-ci.

Les figures II-1I-3 et II-1I-4 montrent que la biocompatibilité des poudres de bioverres issues

du procédé alcoolate est similaire a celle des bioverres réalisés par fusion.
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Figure II-11-3 : Etude de la
toxicité du bioverre 45S5Q-2A.

Figure I1-11-4 : Etude de la
toxicité du bioverre 47Q-2A.

De la méme fagon, la prolifération est assurée pour les basses concentrations de bioverres

45S5Q-2A et 47Q-2A. Lorsque les concentrations augmentent au-dessus de 100 mg.L”, la
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survie est maintenue au-dessus de la CL50. A la concentration maximale de 400 mg.L'1 elle
est d’environ 85% pour le 45S5Q-2A et de 90% pour le 47Q-2A. Cette perte de prolifération

peu marquée permet d’affirmer que les bioverres issus du procédé alcoolate sont non toxiques

pour les cellules L132.

Le procédé au glycérol présente une toxicité un peu plus marquée, comme l’indiquent les

figures II-11-5 et I1-11-6.
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Figure II-1I-5 : Etude de la toxicité Figure II-11-6 : Etude de la
du bioverre 45S5Q-G. toxicité du bioverre 47Q-G.

Pour les deux compositions testées, la zone de concentration ou la toxicité est nulle est plus
restreinte. Pour le 45S5Q-G par exemple, c’est & partir de 100mg.L"' que la toxicité
commence 3 augmenter, pour atteindre la CL50 2 400mg.L"'. Ce bioverre peut étre considéré
comme toxique. Ce n’est cependant pas le cas du 47Q-G qui présente des résultats
comparables aux verres issus des autres procédés. Il est cependant possible d’observer des
valeurs de survie plus faibles aux basses concentrations. Si ce bioverre n’est pas toxique, il
peut entrainer un plus grand stress pour les cellules.

Le stress engendré par les verres issus du procédé alcoolate est similaire a celui causé par les
verres issus de la fusion a 1400°C sur toute la gamme de concentration.

La CL50 n’étant jamais atteinte pour le procédé alcoolate ce qui n’est pas le cas du 45S5Q-G
du procédé glycérol. En conséquence, la suite de 1’étude ne portera que sur le dopage des

verres 45S5Q-2A et 47Q-2A du procédé alcoolate.

1.3. Introduction de I’argent dans les verres sol-gel
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L’argent est introduit dans les sols du procédé alcoolate a 1’aide d’acétate d’argent.
L’utilisation du groupement acétate présente plusieurs avantages par rapport au nitrate
d’argent :

- les groupements acétates sont compatibles avec 1’environnement chimique des gels
issus du procédé alcoolate. Ils sont déja introduits dans le sol par le sodium et
n’entralnent pas la cristallisation des verres sol-gel. Des essais de syntheses avec du
nitrate d’argent ont conduit a I’obtention d’une céramique et non d’un verre.

- des études biologiques récentes [14-15], déconseillent 1’'usage des nitrates qui sont

toxiques pour les organismes.

La premiere partie de I’étude consiste en 1’élaboration et la caractérisation de bioverres sol-gel
dopés a I’acétate d’argent sur une gamme de concentration variant de 0,01% a 1% d’Ag,0.
La deuxieme partie portera sur la caractérisation biologique de ces verres déposés a la surface

de pastilles en TCP.

1.4. Compositions réalisées

Les compositions 47Q-2A et 45S5Q-2A précédemment €tudiées (cf. page 84) sont dopées
avec les proportions oxydes d’argent suivantes, en pourcentage molaire : 0,01%, 0,1%, 0,5%
et 1%. Méme si la synthese sol-gel utilise un acétate d’argent, I’oxyde d’argent est utilisé pour
le calcul des compositions car c’est 1’élément présent dans les verres obtenus par fusion et

étudiés par A.A. Ahmed et al. [16].

Les deux compositions de base ainsi que leurs huit compositions dopées sont résumées dans
le tableau II-II-1. Le dopage est réalisé par rapport a I’ensemble des quatre constituants de la
composition de base. Par exemple, pour calculer la composition du 47Q-1Ag, il faut
multiplier par 0,99 les pourcentages molaires en SiO,, CaO, Na,O et P,Os pour amener leur

somme a 99% et doper le 47Q-2A avec 1% d’Ag,0.
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Nom Composition molaire Nom Composition molaire
47% SiO; - 26,5% CaO - 21,5% Na,O - 46,1% SiO, - 26,9% CaO - 24,4% Na,O -
47Q-2A 4555Q-2A
5% P,0s 2,6% P,0s
47Q- 46,995% SiO, - 26,497% CaO - 21,497% 4585Q- | 46,095% SiO, - 26,897% CaO - 24,397%
0,01Ag Na,O - 4,999% P,0s - 0,01% Ag,O 0,01Ag Na,O - 2,599% P,0s - 0,01% Ag,O
47Q- 46,95% SiO, - 26,47% CaO - 21,47% 45S85Q- 46,05% SiO, - 26,87% CaO - 24,37%
0,1Ag Na,O - 4,99% P,0s - 0,10% Ag,O 0,1Ag Na,O - 2,60% P,0Os - 0,10% Ag,O
47Q- 46,76% SiO, - 26,36% CaO - 21,39% 45S85Q- 45,86% SiO, - 26,76% CaO - 24,27%
0,5A¢g Na,O - 4,97% P,0s - 0,50% Ag,0O 0,5A¢g Na,O - 2,58% P,0s - 0,50% Ag,O
46,53% SiO, - 26,23% CaO - 21,28% 45S85Q- 45,64% SiO, - 26,63% CaO - 24,16%
17Q1Ag Na,O - 4,95% P,0s — 1,00% Ag,0O 1Ag Na,O - 2,57% P,0s — 1,00% Ag,O

Tableau II-1I-1 : Dopages a I’argent des bioverres 47Q-2A et 45S5Q-2A.

1.5. Mode opératoire

Le tableau II-11-2 indique les précurseurs utilisés pour effectuer les syntheses.

Fonction du Pureté / Masse
Nom du produit Formule Fournisseur
précurseur Concentration molaire
Tétraéthyl orthosilicate ] 208,33
(C,Hs0),4Si 99,999 % 4
Formateurs de (TEOS) g.mol
réseau Triéthyl phosphate 182,16
(C,H50);:P > 99,8 % .
(TEP) g.mol’
Diméthanolate de (CHLO),C 97 % 102,15
~ s ¢ 1 Aldrich
Modificateurs de calcium g.mol
réseau 82,03
Acétate de sodium C,H;NaO, 99 % .
g.mol’
166,91
Dopant Acétate d’argent C,H;Ag0, 99,9% .
g.mol’
Solvants Méthanol CH;0H 99 % 32 g.mol” Prolabo

Tableau II-1I-2 : Précurseurs des verres dopés.

Le mode opératoire de réalisation des verres sol-gel dopés avec l’acétate d’argent est

identique a celui mis en ceuvre pour réaliser les verres non dopés (cf. page 86).

La masse d’acétate d’argent correspondant au dopage est simplement ajoutée dans le sol, puis

apres homogénéisation, la gélification est entrainée par [’ajout d’eau en quantité

stoechiométrique.
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1.6. Analyses des bioverres dopés

1.6.1. Temps de gélification

La mesure du temps de gélification des composés 47Q-2A, 47Q-0,01Ag, 47Q-0,1Ag, 47Q-
0,5Ag et 47Q-1Ag est représentée sur la figure II-II-7 en fonction du dopage en argent.

Les m&mes mesures sont visibles sur la figure II-II-8 pour les composés 45S5Q-2A, 45S5Q
0,01Ag, 4555Q-0,1Ag, 45S5Q-0,5Ag et 4555Q-1Ag. Tous les sols ont une concentration

constante égale a 1,33 M comme pour toutes les compositions a base d’alcoolates.
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Figure II-1I-7 : Temps de gélification du Figure II-1I-8 : Temps de gélification du
47Q-2A en fonction du dopage en Ag,0. 45S5Q-2A en fonction du dopage en Ag,0.

Sur les figures II-1I-7 et II-1I-8, il est possible de remarquer que plus la concentration en
argent dans les gels augmente, plus le temps de gélification diminue. D’un extréme a ’autre,
le temps de gélification est de 15 minutes pour le 47Q-2A non dopé et de 5 minutes pour le
dopage a 1% (figure III-II-7). Similairement sur la figure III-1I-8, le temps de gel diminue de
9 minutes entre le 45S5Q-2A et son homologue dopé a 1%.

1.6.2. Observations sur le vieillissement et le séchage des gels

Tout comme les bioverres du procédé 2A (cf. page 89), ’hygrométrie et la température
peuvent varier pendant le vieillissement des gels a I’air libre. Le séchage a 1’étuve n’est pas
non plus réalisé dans des conditions parfaitement reproductibles, seule la température est
régulée a 130°C. Ces parametres incontrolés nuisent a la reproductibilité des manipulations et
peuvent entrainer 1’apparition de phases cristallisées, comme des carbonates de calcium ou de

sodium.
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1.6.3. ATD/ATG

Des analyses ATD/ATG sont effectuées sur tous les gels dopés. Seule une vitesse de chauffe
lente permet d’observer la température de transition vitreuse et la température de
cristallisation avec le procédé 2A (cf. page 90). Les analyses sont donc effectuées de 40°C
jusqu’a 900°C, a une vitesse de chauffe de 1°C/min. Les résultats des analyses des
compositions dopées a 0,01%, 0,1%, 0,5% et 1% en Ag,0 issues du 45S5Q-2A sont présentés
dans le tableau II-II-3. Le tableau II-II-4 donne quant a lui les résultats obtenus avec le

composés 47Q-2A et ceux réalisés sur les gels de mémes dopages en Ag,O que

précédemment.
45S85Q- 45S85Q- 4585Q- 45S85Q- 45S85Q-
2A 0,01Ag 0,1Ag 0,5Ag 1Ag
Domaine de perte de masse sur ’ATG 40-450°C
Température de transition vitreuse (Tg) 360°C
Température de cristallisation (Tc) 420°C

Tableau II-1I-3 : Résultats des ATG/ATD pour les séries de compositions 45S5.

47Q-2A | 47Q-0,01Ag | 47Q-0,1Ag | 47Q-0,5Ag | 47Q-1Ag
Domaine de perte de masse sur I’ATG 40-450°C
Température de transition vitreuse (Tg) 360°C
Température de cristallisation (Tc) 420°C

Tableau II-1I-4 : Résultats des ATG/ATD pour les séries de compositions 47Q.

Les tableaux II-II-3 et II-II-4 permettent de définir les températures caractéristiques des gels
dopées a I’argent, ainsi que les domaines de pertes de masse. Pour toutes les compositions, les
analyses ATG montrent les pertes de masse correspondant au départ du méthanol, de I’eau et

du carbone résiduel. Les pertes s’échelonnent de 40°C a 450°C.

Pour la série des 45S5, visible au tableau II-1I-3, les dopages réalisés ne modifient pas les
températures. Du 45S5Q-2A sans dopage au 45S5Q-1Ag dopé a 1% d’Agy0, la température
de transition vitreuse est aux alentours de 360°C et la température de cristallisation est

d’environ 420°C.

Ces deux températures sont celles également observées pour la série 47Q (Tableau 11.11.4).
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Pour les deux séries de dopages 45S5 et 47Q, 1’argent ne semble pas modifier la température
de transition vitreuse et la température de cristallisation. Pour toutes les compositions, un
traitement thermique entre Tg=360°C et Tc=420°C doit permettre d’obtenir des verres
stabilisés. Afin de laisser le moins de molécules carbonées possible, il est plus favorable de se
placer au plus proche du Tc afin de maximiser les différents départs. Afin de préciser ces

valeurs, une étude de diffraction des rayons X est réalisée.

1.6.4. Diffraction des rayons X

Les différents verres ont tous été traités de la méme facon. Les analyses de diffraction X ont
été réalisées sur des échantillons chauffés aux températures de 130, 400, 500, 600 et 700°C.
La montée en température est de 1°C/min et la température désirée est maintenue durant 24
heures avant analyse. Les résultats obtenus avec les verres 47Q-0,01Ag, 47Q-0,1Ag et 47Q-

0,5Ag sont similaires. Il a été€ choisi de détailler les résultats du matériau 47Q-1Ag.

La figure II-II-9 montre 1’évolution du gel 47Q-1Ag en fonction de la température de

stabilisation.
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Figure II-11I-9 : Diffractogrammes de I’échantillon 47Q-1Ag.
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Pour le gel chauffé a 130°C et aux températures supérieures, I’argent n’est pas inséré sous
forme amorphe mais sous forme de particule d’argent métallique [17]. Ces particules sont
encore détectées aux températures supérieures. Les pics a 38°, 44°, 64° et 77° sont
caractéristiques de cet élément. Dans tous les cas, une phase cristallisée apparait a partir de

500°C : elle est identifiée comme de la Combéite High [18].

La température de 400°C parait donc appropriée pour vieillir le gel 47Q-1Ag, en permettant la
réalisation d’un composé¢ amorphe dans lequel des particules d’argent métallique sont
réparties. Ce résultat est en accord avec ceux de ’ATD/ATG.

Les autres compositions dopées 47Q-0,01Ag, 47Q-0,1Ag et 47Q-0,5Ag présentant la méme

évolution, il est donc possible de les stabiliser aussi a 400°C.

La méme étude a été réalisée sur les gels 4555Q-0,01Ag, 45S5Q-0,1Ag, 45S5Q-0,5Ag et
45S5Q-1Ag, aux températures de 130, 400, 500, 600 et 700°C. La montée en température est
également de 1°C/min, les températures désirées sont maintenues durant 24h avant analyse.

Les résultats des 45S5Q-0,01Ag, 45S5Q-0,1Ag, 45S5Q-0,5Ag sont similaires.

Le choix a été fait de détailler les résultats obtenu pour le gel 45S5Q-1Ag (figure II-1I-10).

0 Argent métal Combeite, High
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Q 700°C
. 600°C
3 500°C
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20 30 10 50 60 70 80

26 (degrés)

Figure II-11I-10 : Diffractogrammes de I’échantillon 45S5Q-1Ag.
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Comme pour la composition 47Q-1Ag, ’analyse de la figure 1I-1I-10 montre que 1’argent est
inséré sous forme de particules d’argent métallique. La phase cristallisée, inchangée, apparait
a partir de 500°C. A 600°C puis 700°C, cette phase cristalline est identifiée comme de la
Combéite High. C’est la phase couramment rencontrée avec les verres fusions quaternaires

obtenus par fusion classique [19-20].

En accord avec les résultats de ’ATD/ATG, la température de 400°C permet d’obtenir un
verre stabilisé de composition 45S5Q-1Ag. Le traitement thermique des gels 4555Q-0,01Ag,
45S85Q-0,1Ag et 45S5Q-0,5Ag peut étre effectué a la méme température.

1.6.5. Bioactivité dans le SBF

Afin de vérifier que la présence de ’argent n’inhibe pas la bioactivité des verres, deux études
d’immersion dans du SBF sont présentées pour les bioverres les plus fortement dopés : le

47Q-1Ag et 4555Q-1Ag. Les résultats obtenus avec les autres verres dopés sont similaires.

Pour cela, les bioverres dopés sont finement broyés puis pastillés a 1’aide d’une presse. Apres
avoir été résinés pour n’exposer qu’une surface S=1,54cm?, les échantillons sont immergés
dans un volume V=50cm’ de SBF. Celui-ci est maintenu 2 37°C.

Apres des temps d’immersion de 2 heures, 3 heures, 3 heures 30, 24 heures, 3 jours et 7 jours,
les échantillons sont sortis du SBF puis rincés a 1’eau pure pour finalement étre séchés dans
une étuve a 130°C. La surface des échantillons est directement analysée par FTIR en mode
ATR, apres un séchage d’au moins 4h a I’étuve pour que les échantillons soient completement

SECS.

La figure II-II-11 montre les résultats de I’'immersion dans le SBF du verre 47Q-1Ag et la

figure II-1I-12 ceux du 45S5Q-1Ag.
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Figure II-II-11 : Spectres Infra-Rouges aprés immersion dans le SBF du 47Q-1Ag.
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Figure II-1I-12 : Spectres Infra-Rouges aprés immersion dans le SBF du 45S5Q-1Ag.

163



Caractérisations de bioverres dopés a [’argent, réalisations de dépdts sur des biocéramiques et évaluations de la

réponse biologique

Les spectres FTIR étant réalis€és en mode ATR, les bandes inférieures a 500 cm™ ne sont pas

interprétées du fait d’un rapport signal sur bruit non favorable. Il est également admis que les

surfaces ne sont pas suffisamment planes aprés immersion ce qui provoque du bruit dans les

données (cf. page 99).

Sur les figures II-11-11 et II-1I-12, il est possible de constater que la réactivité apres immersion

dans le SBF des verres 47Q-1Ag et 45S5Q-1Ag est similaire. C’est pourquoi, il a été choisi

d’analyser les résultats du 47Q-1Ag.

Avant immersion les bandes caractéristiques d’un verre stabilisé sont visibles.

La bande de vibration asymétrique v,s Si-O 4BO est située a 1022 cm™. Elle indique
qu’un réseau de silice tridimentionnel est déja formé dans le verre.

La bande v Si-O 2NBO a deux représentantes : 906 et 829 cm™. Ces bandes sont
indicatrices de la présence d’oxygenes non liés dans le verre avant immersion. Elles
sont importantes car nécessaires a la formation d’un gel de silice, ce qui est la
premiere €tape de réactivité d’un bioverre.

Les bandes 80-P-O cristallisé sont présentes 2 601 et 563 cm™ et indiquent une
cristallisation du phosphore, passé inapercue lors de la diffraction des rayons X du fait
de la faible concentration de cet élément dans le verre.

La bande v C-O apparait 2 864 cm™. La présence de cette bande avant immersion est

causée par la présence de carbone résiduel dans le verre stabilisé.

Immeédiatement apres 2 heures d’immersion dans le SBF, le spectre Infra-Rouge montre une

repolymérisation de la surface immergée.

Les bandes v Si-O 2NBO sont substituées par la bande v Si-OH 2 956 cm™. Les
liaisons NBO du verre, facilement mobiles, se sont transformées en liaisons Si-OH.
Cela démontre qu’un gel de silice s’est formé a la surface de I’échantillon, la premicre
étape est donc accomplie.

La bande de déformation asymétrique ,; O-P-O amorphe apparait 2 551cm’’, de facon
plus intense comparée a la double bande 6O-P-O présente avant immersion. Cela
démontre qu’un nouveau dépdt d’apatite amorphe est en cours, la deuxieme étape de

la réactivité des verres.

A partir de 3 heures d’immersion,
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- la bande §,; O-P-O amorphe se dédouble en deux bandes de déformation § O-P-O
cristallisé 2 563 et 601 cm™', montrant la formation d’apatite cristallisée. C’est la

troisieme et derniere étape.

La bande v C-O des carbonates est déja présente avant immersion car il reste du carbone a la
suite du traitement thermique du verre. Ce carbone réagit facilement avec 1’eau et 1’air pour
former les groupements carbonates qui sont observés. Aprés immersion, cette bande ne et
encore présente, car il y a aussi carbonatation de 1’hydroxyapatite. La bande v C-O est donc

représentative des deux phénomenes.

Sur les spectres a 24h, 3 jours et 7 jours la présence de 1’apatite devient progressivement

majoritaire face aux bandes du verre initial.

La présence de I’argent ne nuit pas a la bioactivité des verres : ’apparition de ’HAC n’est pas
retardée par un dopage a 1% d’argent des compositions 45S5Q-2A et 47Q-2A. Le tableau II-

II-5 rappelle les temps d’apparition précédemment observés.

Composition 45S5Q-2A | 47Q-2A

Temps d’apparition de la couche d’HAC 3 heures
Tableau II-1I-5. Temps d’apparition de ’HAC pour les 45S5Q-2A et 47Q-2A

Les verres 45S5Q-1Ag et 47Q-1Ag peuvent donc étre qualifiés de bioactifs a partir de trois
heures d’immersion dans le SBF. C’est également le cas des compositions dopés a 0,01 %,
0,1% et 0,5% d’argent pour la série des verres 4555 et 47Q : ils sont tous bioactifs a partir de

trois heures d’immersion.

1.7. Discussion

Le dopage a I’argent de bioverres de composition de base 45S5 et 47Q est possible avec une
méthode de synthese sol gel par voie alcoolate et I’utilisation d’acétate d’argent. Pour tous les

gels séchés a 130°C et a toutes les températures supérieures, de 1’argent métallique ressort du

massif amorphe sur les diffractogrammes X.
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La phase cristalline qui apparait au-dela de la température de cristallisation des verres dopés

est identique a celle des verres non dopés. Il s’agit aussi de la combéite high.

Le séchage de gels n’est pas parfait et I’élimination du carbone n’est pas totale. Il peut y avoir
formation de carbonate dans les gels, suivant les conditions atmosphériques au moment de la
manipulation. Ces groupements peuvent étre en effet présents sur les spectres FTIR des verres
obtenus, mais ils sont difficiles a observer par diffraction X.

Pour une vitesse de montée en température de 1°C/min, la transition vitreuse du réseau de
tous les verres dopés se situe a 360°C et celle de cristallisation du réseau a 420°C. En
analysant les données de I’ATD/ATG et de la diffraction des rayons X, il est possible d’établir

la température d’¢élaboration de tous les composés vitreux a 400°C.

La spectroscopie Infra-Rouge en mode ATR permet de vérifier la bioactivité. En effet, tous
les verres dopés sont bioactifs a partir de 3h d’immersion dans le SBF. Comme pour les
bioverres non dopés du procédé 2A, la premicre étape de la réaction de surface des verres, la
formation du gel de silice est accélérée par rapport aux verres obtenus par fusion, cela est
favorisé par la méthode de syntheése. Le dépdt d’apatite amorphe, la deuxieme étape,
s’effectue dés deux heures. La troisieme étape, 1’apparition de I’apatite carbonatée, est visible
a trois heures. Ces valeurs sont proches de celles observées lors de I’immersion de bioverres
obtenus par fusion. Les temps d’apparition de I’apatite pour les verres sol-gel et fusion [8]

sont rappelés dans le tableau II-11-6.

45S5Q- | 45S5Q- 47Q-
Composition 4585 47Q 47Q-2A
2A 1Ag 1Ag
Temps d’apparition 2 heures 45
8 heures | 3 heures | 3 heures 3 heures | 3 heures
de la couche d’HAC minutes

Tableau II-1I-6. Comparaison des temps d’apparition de ’'HAC des compositions fusion de C.Duée

[8] et les compositions sol-gel.

Le temps d’apparition est égal a 3 heures pour toutes les compositions 47Q, 47Q-2A et 47Q-
1Ag. Si les verres sol-gel 45S5Q-2A et 45S5Q-1Ag forme I’HAC dans le méme délai (3
heures), la composition 45S5 réalisée a 1400°C montre une apparition retardée de cinq

heures. Dans le cas des verres obtenus par fusion, les différences de compositions exercent
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beaucoup d’influence sur le temps d’apparition de ’HAC. Cela ne semble pas étre le cas avec

le procédé sol-gel 2A.

2. Recouvrement de substrats biocéramiques

Les biocéramiques traditionnelles en HA et TCP présentent une bonne compatibilité naturelle
avec les cellules eucaryotes [21]. Pour réaliser les substrats, des poudres d’HA et de TCP sont
synthétisées au laboratoire. La synthese par double décomposition est utilisée (cf. Annexe I).
Cette méthode présente 1’avantage de pouvoir synthétiser une grande quantité de produit avec
une bonne reproductibilité. Elle permet aussi d’exercer un contrdle sur la stoechiométrie finale
du matériau. Il est ainsi possible d’obtenir de I’HA, du TCP mais aussi des compositions

mixtes.

Les poudres issues de ce procédé doivent dans un premier temps €tre mise en forme de
pastilles [22] et d’édifices macroporeux [23]. Ces substrats seront ensuite recouverts par les

bioverres dopés avec de 1’argent et non dopés.

2.1. Mise en forme des substrats
2.1.1. Pastilles denses

Le dépot sol-gel est réalisé sur des substrats denses en TCP en forme de pastilles dont le
diametre est imposé par les contraintes des tests biologiques. Les manipulations se déroulant
dans des puits d’essais d’un diametre de 1,5 cm, les pastilles doivent mesurer 1,4 cm apres

frittage pour étre adaptées.

Lors de tests biologiques, il est nécessaire de répliquer les manipulations sur un grand nombre
d’échantillons afin de calculer un écart type réaliste. Il est donc indispensable de mettre en
forme les poudres de biocéramiques avec des méthodes permettant d’obtenir facilement un

nombre important de pastilles correctement dimensionnées.

Dans ce but, une méthode efficace est le coulage en bande (cf. Annexe II) : le couteau d’un
banc de coulage est réglé pour obtenir une bande crue d’une épaisseur de 1,5 mm. Des
pastilles sont ensuite découpées dans celle-ci avec un emporte-picce de 2 cm. Aprés un

traitement thermique a 1150°C pendant 3h, les dimensions des pastilles sont réduites a des
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valeurs moyennes de 1,4 cm pour le diamétre et de 1mm pour 1’épaisseur. Le frittage des crus

d’HA et de TCP implique un retrait environ égal a 30% de leurs dimensions initiales.

Ce procédé présente toutefois une limitation concernant 1’épaisseur possible de la bande : il
est difficile de tirer une bande crue de deux millimetres d’épaisseur sans qu’elle ne s’affaisse,
limitant alors I’épaisseur apres frittage d’échantillons en HA et TCP autour du millimeétre. Les
essais biologiques nécessitent d’utiliser des pastilles de plus de 1 mm d’épaisseur afin que les
manipulations de celles-ci au fond des puits soient plus aisées. De telles épaisseurs sont
difficiles a obtenir avec un procédé de coulage en bande, les substrats denses utilisés pour les

manipulations biologiques sont donc réalisés avec un procédé de moulage traditionnel.

2.1.2. Substrats macroporeux

Une structure macroporeuse en HA ou en TCP présente une bonne biocompatibilité avec les
organismes vivants [23]. Il est donc intéressant de recouvrir ces édifices, a titre d’essai pour
des études ultérieures. Une série d’immersions dans du SBF est donc réalisée a des temps
différents sur des édifices macroporeux en HA recouvert de bioverre 47S-2A.

La structure du macroporeux est ¢laborée par imprégnation d’un squelette de bille de PMMA
par une barbotine. Une technique de chimie formage est utilisée pour élaborer ce squelette

[24].

Les échantillons macroporeux sont réalisés avec des macropores d’environ 500 um
communiquant entre eux par des interconnexions de 150 pm. En prenant compte du retrait
lors du frittage, des billes de PMMA sont tout d’abord criblées entre 600 et 700 um. Les billes
de PMMA sont réparties jusqu'a la hauteur voulue dans un moule. Le solvant constitué¢ d’un
mélange volumique de 50% d’acétone et de 50% d’éthanol, est apporté dans le moule jusqu'a
recouvrir totalement les billes. Un pilon est ajouté par-dessus et exerce par gravité une légere
pression. Sous I’action conjointe du pilon et du solvant, les billes vont se souder les unes aux
autres. Le diamétre de I’interconnexion des billes sera proportionnel au retrait du pilon dans le

moule.

Un modele issu d’études au laboratoire [25] est utilisé pour déterminer de facon empirique, le

retrait nécessaire au pilon pour atteindre une interconnexion d’environ 150um apres le
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déliantage et le frittage de 1’échantillon. Le tableau II-1I-7 donne un apercu du modele

empirique pour des billes de PMMA de 600 a 700 um.

Diametre Hauteur initiale Diametre apres

d’interconnexion dans le moule Retrait du pilon imprégnation et

(um) (mm) () frittage HA (um)
150 4 29,1 122
160 4 47,9 130
170 4 66,7 138
180 4 85,4 146
187,75 4 100,0 152
190 4 104,2 154
200 4 123,0 162
210 4 141,8 170

Tableau II-11I-7 : Modéle empirique d’évaluation du diametre d’interconnexion.

Pour avoir un diametre d’interconnexion environ €gal a 150 um apres le frittage, le tableau II-
II-7 indique un retrait du pilon de 100 pm. Le diamétre d’interconnexion des billes avant
frittage sera d’environ 190 pm. Si un échantillon plus haut que 4 mm est souhaité, il suffit
d’augmenter proportionnellement le retrait du pilon. Par exemple, pour une hauteur initiale de

5,1mm de billes dans le moule, le retrait du pilon sera calculé a 127 um.

Ce retrait est mesuré a 1’aide d’un palpeur. Une fois le retrait souhaité obtenu, il est nécessaire
de rincer le squelette macroporeux a 1’eau pure afin de stopper la dissolution des billes par le

solvant.
Une observation au microscope a balayage électronique permet de caractériser les diametres

des billes ainsi que celui de leurs interconnexions apres 1’étape de chimie formage. Deux

micrographies de ces échantillons sont présentées a la figure II-11-13.
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Figure II-1I-13 : Micrographies du squelette de PMMA des substrats macroporeux.

Sur cette figure, le diametre d’interconnexions moyen mesuré par le MEB est de 175 pum. Il
existe donc un écart de 15 um entre le diametre prédit par la loi empirique et le diametre réel,

qui peut étre corrigé en augmentant le retrait du pilon dans le moule.

La mise en forme des structures macroporeuses est réalisée par I’imprégnation d’un squelette
de billes de PMMA par une barbotine aqueuse a 75% de matiere seche. Apres imprégnation
sous vide du squelette avec la barbotine et séchage, 1’échantillon est placé dans un four
électrique programmé pour un traitement thermique en deux étapes :

- le déliantage, réalisé a 220°C pendant 30 heures, ou le squelette est dégradé pour
laisser place a la macroporosité, suivi d’un palier a 400°C pendant 3 heures pour
éliminer le carbone résiduel,

- le frittage qui s’effectue a 1150°C pendant 3 heures.

Une fois ces étapes réalisées, 1’échantillon peut €tre recouvert de bioverre sol-gel par un

procédé de trempage retrait.

2.1.3. Méthode de dépot

Différents essais ont été réalisés afin de caractériser le dép6t de bioverre sol-gel a la surface
de substrats en biocéramiques denses et macroporeux. Le bioverre 47Q-2A préalablement
étudié est déposé sur des pastilles en TCP et dans des structures macroporeuses en HA. Pour
compléter I’étude et comparer les dépots réalisés avec les procédé 2A et G, la composition
47Q-G est déposée sur des pastilles en TCP. La technique de recouvrement utilisée est le

trempage-retrait (cf. Annexe III).
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Les premiéres €tapes sont la préparation d’un sol puis I’amorgage de la gélification tout en
maintenant 1’agitation. A partir de ce moment, la température du sol est notée a intervalles
réguliers afin de suivre 1’évolution des réactions d’hydrolyse se produisant dans le sol. En
effet, les réactions d’hydrolyse des précurseurs sont exothermiques, contrairement aux
réactions de condensation. Lorsque I’avancement des réactions d’hydrolyse est maximal, la

température du sol est également maximale.

Lorsque la température commence a décroitre, les alcoolates sont donc a leur taux
d’hydrolyse maximal. A ce moment, il y a peu de groupements condensés. Il est possible de
ralentir fortement ces réactions de condensation en refroidissant le sol aux alentours de 0°C.
Cette étape fait office de trempe qui permet d’augmenter le temps de gélification. Pour tous

les bioverres du procédé 2A a 1,33M, le temps de gélification est allongé d’au moins 4 heures.

Un dépdt réalis€ au tout début de la trempe dans la glace fait apparaitre plusieurs
caractéristiques avantageuses :

- le dépdt présente une meilleure homogénéité de par 1’absence d’agglomérat solide,

- il posséde une meilleure adhérence par la présence d’une grande quantité de liaisons

Si-OH non condensées qui peuvent alors se lier avec le substrat.

Les éventuels défauts de surface sont préalablement éliminés des substrats sous forme de
pastilles a I’aide d’un papier abrasif SiC 120. Celles-ci sont également recouvertes d’un
adhésif disposé sur 1’'une des deux faces, afin de ne recouvrir qu’un seul c6té de la pastille lors
du trempage. Une pince laisse un endroit non recouvert a I’endroit de son attache alors que
I’adhésif permet également d’attacher la pastille a recouvrir au dip-coater par une extrémité.

Les échantillons macroporeux n’ont pas besoin de préparation avant le recouvrement.

L’agitation est interrompue temporairement lors du trempage jusqu'au retrait total du substrat
afin de ne pas créer de mouvements dans le sol, qui se traduiraient par des irrégularités sur le
dépdt. Dans tous les cas, la vitesse de trempage-retrait est de 10 cm par minute.

Apres un séchage a 1’étuve a 70°C pendant 24h, les échantillons sont déposés pendant une
journée dans un four électrique réglé sur la température de stabilisation des bioverres. Cette
température est de 400°C pour le verre 47Q-2A (cf. page 94) et de 700°C pour le verre 47Q-G
(cf. page 111).
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Il est possible de réaliser plusieurs couches de bioverre. Dans ce cas, chaque couche est
déposée, séchée puis vieillie a haute température, avant de recommencer le protocole pour

déposer la suivante. Un nouveau sol est préparé a chaque fois.

2.2. Caractérisations des dépots de bioverre sur pastilles de TCP
2.2.1. Masse de verre déposée

Cinq pastilles en TCP sont pesées avant et apres recouvrement dans un méme sol 47Q-2A et
apres stabilisation a 400°C. Les valeurs de ces pesées sont présentées dans le tableau II-1I-8.
Les pastilles sont préalablement séchées a 1’étuve. La méthode du bain de glace est utilisée,
ainsi qu’une vitesse de trempage retrait de 10 cm.min™. Le diam&tre moyen des pastilles est

de 1,4 cm, soit 1,54 cm? de surface recouverte.

Avant recouvrement | Apres recouvrement | Apres stabilisation

€] 2) 3) @) - 3)- ()

1,0836 g 1,0845 g 1,0839 g 0,9 mg 0,3 mg
1,2219 g 1,2227 g 1,2225 ¢ 0,8 mg 0,6 mg
1,0605 g 1,0614 g 1,0609 g 0,9 mg 0,4 mg
1,0246 g 1,0254 ¢ 1,0251 g 0,8 mg 0,5 mg
1,2398 g 1,2407 g 1,2403 g 0,9 mg 0,5 mg
Moyenne 0,86 mg 0,46 mg

Moyenne.cm™ 0,56 mg.cm™ | 0,30 mg.cm™

Tableau II-1I-8 : Mesures de masses de dépots de 47S-2A sur TCP.
Le tableau II-II-8 permet de déduire que la masse de dépdt moyenne avant stabilisation est de
0,86 mg. Apres passage a 400°C, il reste 0,46 mg de bioverre sur une pastille de 1,54 cm?2.
Ramené a 1cm?, le procédé permet de déposer une masse de 0,3 mg.cm'2 de bioverre 47Q-2A.

2.2.2. Caractérisations des dépots de bioverre 47Q-2A

Les clichés MEB (Hitachi S3500) présentés a la figure II-1I-14 permettent d’observer ’aspect
d’un dépot de bioverre 47Q-2A a la surface de pastilles en TCP.
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WD11.6mm 20.0KV x500 100um WD11.6mm 20.0KV x2.0k 20um

Figure I1-11-14 : Observations MEB d’un dépot de bioverre 47Q-2A a la surface de pastille en
TCP.

L’analyse de la figure II-II-14 montre que le dépdt de 47Q-2A a la surface du TCP est
homogene. Il existe des fissures qui sont probablement apparues lors de I’évaporation du
solvant. Aux abords de ces fissures, la couche de bioverre se décolle. Les fissures étant de

petite taille et régulierement réparties, ce phénomene donne un aspect ondulé au dépot.

Le recouvrement par un verre dopé a 1% d’argent (47Q-1Ag) est observé sur la figure II-1II-

15.

TG TR o) o A

WD11.3mm 20.0KV x500 100um

Figure II-1I-15 : Observations MEB d’un dépdt de bioverre 47Q-1Ag a la surface de pastille en
TCP.

L’¢échantillon de la figure II-1I-15 présente des fissures plus marquées et la présence sur sa

surface de particules plus brillantes car elles envoient plus d’électron au détecteur que le

dépot de verre. 1l s’agit de 1’argent métallique observé lors de la diffraction X.
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Des fissures plus larges permettent d’évacuer plus de solvant lors du séchage : la couche de

verre se décolle alors moins du TCP.

La figure II-1I-16 est une photographie MEB d’une vue en coupe d’une pastille de TCP
recouverte de deux couches de bioverre 47Q-2A. Cette coupe permet de déterminer

I’épaisseur moyenne de bioverre déposé.

WD10.2mm 20.0kV x5.0k 10um

Figure II-1I-16 : Observations par la tranche du dépot de bioverre 47Q-2A.

L’analyse de la figure II-1I-16 permet de déterminer 1’épaisseur de bioverre déposé pour
chaque couche, soit 2,5 pm. Une épaisseur moyenne de 5 um est obtenue pour les deux
dépdts successifs. L’épaisseur mesurée pour les autres bioverres du procédé 2A reste dans le
domaine 2-2,5um. Les aiguilles parfois présentes sur le dessus du dépdt sont provoquées par
un séchage mal contrdlé, qui peut provoquer la croissance de composés cristallisés comme les

carbonates.

2.2.3. Caractérisations des dépots de bioverre 47Q-G

Les micrographies que comporte la figure II-1I-17 permettent d’observer un dépot de bioverre

47Q-G a la surface de pastilles en TCP.
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WD12.8mm 2(

Figure II-1I-17 : Observations MEB du dépét de bioverre 47Q-G.

Les observations MEB de la figure II-1I-17 révelent que la surface des pastilles est recouverte
d’un mélange de billes de verre liées entre elles par un dépdt plat de verre. Sur cette figure, le

dépot est un peu fissuré. L’arrachage de certaines billes fait apparaitre des crateres.

La figure II-1I-18 présente des observations MEB réalisées apres avoir cassé une pastille, ce

qui permet d’évaluer I’épaisseur du dépot de bioverre.

coupel WD 9.6mm 20 .0kV x5 .0k 10um

Figure II-11I-18 : Observation en tranche du dépot de bioverre 47Q-G.

Sur les micrographies présentées figure II-1I-18, le dépdt de bioverre apparait plus clair et le

substrat plus foncé. Le 47Q-G recouvre par une épaisseur moyenne de 2 pum la surface
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accidentée du substrat. Les billes sont visibles et elles émergent d’environ 1 a 2 pm par

rapport a la surface, ce qui permet d’estimer leur diamétre moyen entre 2 et 3 um.

2.3. Immersion dans le SBF

2.3.1. Immersion de pastilles en TCP recouvertes

Pour observer 1’évolution des dépots réalisés, des pastilles en TCP sont recouvertes de
bioverre 47Q-2A et 47Q-1Ag, puis immergées dans du SBF dont la température est régulée a
37°C. Les pastilles sont plongées dans un volume V = 50 cm’, la face recouverte étant sur le
dessus, en contact avec le SBF. Le diametre de la pastille est de D = 1,4 cm, soit une surface S
= 1,54 cm? d’ou S/V = 0,03 cm’™. Apres immersion, la pastille est rincée avec de I’eau pure,
ce qui stoppe les réactions en cours. Elle est ensuite placée dans une étuve a 70°C pendant au

moins 4 heures, le temps du séchage. Une fois ce délai écoulé, la surface de la pastille est

observée au MEB.

La figure II-11-19 présente les photographies obtenues avant et aprés 3 et 7 jours d’immersion

dans le SBF.
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47Q-2A t=0j

WD11l.6mm 20.0kV x500 100um

.

WD10.9mm 20.0kV x500 100um

WD11l.4mm 20.0kV x500 100um WD11l.4mm 20.0kV x500 100um

Figure II-1I-19 : Observation MEB de la formation de la couche d’hydroxyapatite en fonction du

temps d’immersion dans le SBF.

L’analyse de la figure II-1I-19 fait apparaitre que les deux dépots bioverres 47Q-2A et 47Q-
1Ag ont commencé leur dégradation a 3 jours d’immersion. La dissolution de la couche de
verre débute a 1’endroit des fissures observées avant immersion. La couche de verre 47Q-1Ag
présentant des fissures plus larges, elle se dégrade un peu plus vite que celle du 47Q-2A.

A 7 jours d’immersion, les deux dépots de bioverres n’ont pas encore totalement disparu. Ils

sont cependant fortement dégradés et il est possible d’apercevoir le substrat.
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2.3.2. Immersion d’édifices macroporeux

L’étude est poursuivie par une immersion d’échantillons macroporeux en HA recouverts par
le bioverre 47Q-2A dans du SBF maintenu a 37°C. Lorsque le temps d’immersion choisi est
atteint, les échantillons sont sortis du SBF puis rincés a I’eau déminéralisée afin d’arréter les
réactions en cours. Ils sont ensuite placés dans une étuve a 70°C pendant 24h, puis cassés en
deux avant d’effectuer I’observation. Cela permet de suivre I’évolution du dépdt de bioverre a
I’intérieur des macropores. La figure II-1I-20 présente un ensemble de clichés MEB réalisés

avant immersion, puis a des durées de 3, 7, 14 et 16 jours d’immersion.
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— -
WD21.1lmm

WD12.3mm 20 k 10um

BSE1 14 Jeurs WD12.4mm 20.0K 100um BSE1 1¢ rs

Figure II-1I-20 : Observation MEB de la formation de la couche d’hydroxyapatite en fonction du

temps d’immersion dans le SBF.

Comme le montre la photographie A de la figure II-1I-20, avant immersion dans le SBF, le
dépdt de bioverre recouvre la surface de chaque macropore. Il obstrue également les
interconnexions. A trois jours d’immersion (photographie B), la situation n’est plus la méme :

les interconnexions sont ouvertes et le dépdt commence a étre dégradé.
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Quatre jours plus tard, le cliché C montre un début de formation de cristaux d’apatite, qui sont
détaillés sur la photographie D. Cette formation s’intensifie pour aboutir a 1’issue de 14 jours
(photographie E) a une organisation en ilots. A partir de ce moment, la couche de bioverre

devient tres fragile et se décolle aisément du substrat.

Une immersion prolongée de deux jours ne permet plus d’observer le dépot (photographie F).

L’intérieur des macropores est vide et le substrat est totalement mis a nu.

2.4. Discussion

Le procédé de trempage retrait permet de recouvrir de bioverre 47Q-2A des pastilles en TCP
avec une épaisseur moyenne de 2,5 um. La masse moyenne de dépot est égale a 0,46mg.

L’observation MEB d’échantillons immergés dans du SBF montre la dégradation progressive
du dépot apres une immersion de 3 a 7 jours. Des cristaux d’apatite n’ont pas été clairement
observés : il est probable qu’ils ne soient pas différentiable de la couche de bioverre en
décomposition, ou bien que le rincage des pastilles réalisé lors de la sortie du SBF décroche

les grains.

Sur les échantillons macroporeux, il est possible d’observer des cristaux d’apatite a 7 jours
d’immersion dans le SBF. Cette croissance s’intensifie progressivement a 14 jours. L’apatite
et le reste de la couche de bioverre disparaissent totalement a 16 jours d’immersion.

Les échantillons macroporeux présentent une apparition plus tardive de [’apatite et une
croissance plus lente. Ce retard est probablement dii aux interconnexions et aux macropores :
les ions ont de plus grandes difficultés a se déplacer dans un espace macroporeux que dans un
milieu libre. Les échanges ioniques sont indispensables pour assurer rapidement la
précipitation des apatites a la surface des bioverres [26]. De plus, les interconnexions restent
obstruées pendant 3 jours, ce qui limite initialement les échanges entre le SBF et la couche de
bioverre en dissolution.

Pour équilibrer plus rapidement le milieu intérieur des macropores avec le SBF, il faut
envisager de réaliser des essais en faisant circuler un flux de SBF au travers des échantillons,
ce qui serait plus proche des conditions rencontrées in-vivo.

L’analyse du dépot réalisé avec le verre 47Q-G a la surface de pastille en TCP montre que le
dépot comporte un nombre important de billes noyées dans un dépot plat. Il s’agit d’amas de

verre 47Q-G en forme de billes. C’est un fait établi par la littérature. En effet, dans un sol
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rendu trés basique par le précurseur NaOH, I’hydrolyse totale des formateurs est assurée trés
rapidement [27]. La prise du gel est alors assurée par contact entre des amas qui grandissent
en forme de sphere. La trempe par un bain de glace n’est pas suffisante pour empécher la

formation de ces amas dans le cadre du bioverre 47Q-G.

3. Evaluation de I’influence de I’argent sur la prolifération in-vitro

3.1. Préparation des échantillons

Les bioverres 45S5Q-2A et 47Q-2A, ainsi que tous les bioverres dopés a 1’argent, sont
déposés par trempage-retrait sur la surface de pastilles en TCP d’un diameétre égal a 1,4cm.
Pour optimiser le dépdt et son adhérence, deux couches de bioverres sont déposées en utilisant
le procédé décrit précédemment. Il est ainsi possible de stabiliser les sols par un bain de glace

en ralentissant la formation des gels.

Les pastilles ainsi recouvertes vont permettre d’évaluer la biocompatibilité des verres, par des
études de prolifération bactérienne et de cellules humaines sur leurs surfaces.

Par souci de reproductibilité, cinq pastilles de chaque composition sont préparées pour
chacune des manipulations. Cela permet de les répliquer, ce qui est indispensable pour le

calcul des écarts-types. Cinq pastilles ne sont pas recouvertes et servent de témoins.

Apres le dépdt de chaque couche, les pastilles sont séchées 24 heures a 1’air libre puis 24
heures a I’étuve a 130°C. Les pastilles sont ensuite disposées dans un four électrique a la

température de stabilisation de la composition avant d’appliquer la couche suivante.

3.2. Tests des bioverres sur la prolifération et la formation de biofilms avec

Pseudomonas aeruginosa

3.2.1. Culture et conditions de croissance

Pseudomonas aeruginosa, autrement connu sous le nom de bacille pyocyanique causant la
production de pus bleuté sur les plaies infectées, est une bactérie a Gram - et aérobie strict.
C’est un agent tellurique et commensal, c'est-a-dire qu’elle est présente dans les sols et dans

les déchets présents a 1’extérieur des tissus. Elle peut, dans certaines conditions, devenir
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pathogene. Elle est tres résistante a de nombreux antibiotiques, et avec d'autres bactéries a
Gram -, elle peut étre responsable d'infections nosocomiales. Pseudomonas aeruginosa peut
se développer sous forme d'agrégats structurés appelés biofilms. Les cellules sont alors
enrobées d'une matrice composée de polymeres complexes. Ces biofilms forment une barriere
physique contre notamment I'entrée d'agents antimicrobiens et permet aux bactéries de résister
aux forces de cisaillement, aux défenses immunitaires...

Pour cette étude, la souche de Pseudomonas aeruginosa non pathogene a été cultivée « over
night » en milieu liquide avec agitation a 140 rpm a 30°C. La croissance bactérienne est
suivie par mesure de la turbidité a 620 nm. Le milieu utilisé lors de la culture est le Milieu

Luria Bertani ou LB [28].

Les pastilles recouvertes de bioverres et les témoins en TCP sont stérilisés. Pour cela, ils sont
incubés pendant 20 min avec une solution d’éthanol a 70%. Puis, ils sont lavés 3 fois avec de
I’eau stérile puis séchés. Ils sont ensuite placés dans des plaques de cultures cellulaires a 24
puits (Cellstar®, Greiner Bio-one) et sont incubés avec 1mL de suspension bactérienne diluée
a 1/100 (DOg = 0,03) avec du milieu neuf pendant 72h. L’agitation est arrétée pour

permettre la production de biofilms.

Aprés 72h d’incubation, la biomasse des cellules planctoniques est estimée par mesure de la
turbidimétrie a 620 nm a I’aide d’un spectrophotométre de type Thermo electron corporation
heyios v.

La mesure de I’activité bactérienne a la surface des échantillons est également réalisée par
analyse des biofilms. Pour cela, les pastilles sont rincées 3 fois avec de 1’eau physiologique
stérile (H,O, NaCl 9%o) afin de retirer les cellules planctoniques et de ne garder que les

biofilms fixés sur les échantillons.

La quantification de la biomasse totale présente sur leur surface (1 face/pastille) représentant
le biofilm est réalisée par ATPmétrie (GLBiocontrol®, Kikkoman lumitester C-110). Le
protocole employé est conforme aux recommandations du fournisseur (cf. Annexe V). Les
résultats sont exprimés en picogramme d’ATP/surface traitée. Un picogramme d’ATP

représente approximativement mille bactéries, selon le fabricant.

3.2.2. Résultats
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Les données spectrophotométriques, qui permettent de mesurer la biomasse planctonique de
Pseudomonas aeruginosa (cellules en suspension), sont représentées sur la figure II-1I-21.
Toutes les compositions sont présentées ainsi que les témoins en TCP non recouvert de

bioverre.
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Figure II-11I-21 : Cellules planctoniques pseudomonas aeruginosa.

D’apres la figure II-1I-21, aucune concentration en argent, mis a part le 45S5Q-1Ag, ne réduit
la prolifération des cellules planctoniques Pseudomonas aeruginosa. Les résultats sont
identiques au témoin non recouvert et aux bioverres non dopés pour toutes les concentrations

de dopage.

Il est possible d’expliquer 1’absence d’effet au niveau planctonique par la structure de I’argent
présent dans les verres. L’argent est en effet sous forme de particules métalliques (cf. page
159). Lors de la mise en solution des échantillons, il est probable que 1’argent ne forme pas
beaucoup d’ions du fait d’une solubilité limitée, ce qui permet aux bactéries planctoniques

d’éviter son contact.
La figure II-II-22 présente les résultats des tests d’ATP-métrie entrepris sur la surface des

échantillons pour étudier les biofilms. Les données fournies avec le lumitester (cf. Annexe V)

permettent d’extrapoler la quantité de bactéries a partir de la concentration en ATP mesurée.
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Figure II-1I-22 : Nombre de bactéries par surface de pastille (ATP-métrie).

La figure II-1I-22 permet de mettre en évidence une action de I’argent sur la prolifération des
bactéries. Ainsi, sur les pastilles recouvertes par des verres dopés a partir de 0,01% d’Ag,0 le
nombre de bactéries qui réussissent a proliférer diminue fortement :

- D’échantillon recouvert par le bioverre 45S5Q-2A non dopé posseéde un peu moins de
15.10° bactéries sur sa surface alors que celui recouvert par le 4555Q-0,01Ag présente
environ 2,5.10°. Cette valeur est aussi observée pour les compositions 45S5Q-0,5Ag et
45S5Q-1Ag. La composition 45S5Q-0,1Ag permet la prolifération de 5.10° bactéries.

- de méme, les échantillons recouverts par le bioverre 47Q-2A présentent également
environ 15.10° bactéries sur leur surface, alors que tous ceux recouverts par les verres

dopés ont une population inférieure a 5. 10°.
Les Pseudomonas aeruginosa proliferent donc a la surface des bioverres sol-gel du procédé
alcoolate, mais un dopage en argent permet de réduire leur croissance et de limiter la
formation de biofilm.
Le méme effet est cependant observé sur les substrats en TCP non recouvert de bioverre : les
bactéries ont plus faiblement proliféré sur leurs surfaces, a la hauteur d’environ 2,5.106

individus par pastille.

3.2.3. Discussion
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Les résultats de la culture bactérienne permettent de vérifier 1’effet antibactérien des différents

échantillons.

Le TCP non recouvert montre une faible formation de biofilm par Pseudomonas aeruginosa
par rapport au TCP trait€é en surface par les bioverres. La surface des pastilles en TCP ne
semble pas privilégier naturellement 1’adhérence ou 1’adhésion des Pseudomonas aeruginosa.
Il est probable que les propriétés physico-chimiques de surface (charge ionique,...) perturbent
I’étape d’adhésion des bactéries. En effet, le TCP est riche en phosphate chargé négativement
pouvant empécher les interactions avec les lipopolysaccharides membranaires des cellules
bactériennes qui sont également chargées négativement. Cette répulsion de charge pourrait
expliquer le faible dépdt de biofilm sur ces biocéramiques. En effet, pour privilégier la
formation de biofilm, il faut qu’il y ait dans les premieres étapes de leur formation (adhésion)

des interactions faibles entre la membrane des bactéries et les surfaces inorganiques [29].

En modifiant la surface du TCP, le bioverre semble favoriser la formation de biofilms en
augmentant le contact entre les bactéries et le matériau. Il est d’ailleurs possible que les
bactéries Pseudomonas aeruginosa posseédent une affinité particuliere avec les bioverres [30].
D’aprés cette étude, ces bactéries ont la capacité de consommer des ions Ca** et PO,”, ce qui
inhibe la formation de I’hydroxyapatite a la surface. La couche de verre est donc
naturellement propice a la formation de biofilms par Pseudomonas aeruginosa, en lui
fournissant une source de nutriments. Ce n’est pas le cas des témoins en TCP. En effet le
produit de solubilité du TCP est de 1’ordre de 2,83.10'30 (cf. Annexe I), les ions Ca’" et PO42'

ne sont donc pas émis en grande quantité dans le milieu.

Les bactéries n’ont donc pas de mal a s’accrocher sur les bioverres et a former un biofilm, ce
qui permet a leur population de proliférer 5 fois plus sur les échantillons en TCP recouvert de

45S5Q-2A et de 47Q-2A que sur le TCP seul.

L’ajout d’argent dans les compositions 2A permet de diminuer la formation de biofilm sur la
surface des échantillons. Dés la concentration minimale de 0,01% d’Ag,0O, la prolifération
diminue et permet d’observer les mémes résultats que pour le TCP seul.

L’ajout d’argent dans les verres permet donc de diminuer 1’adhérence des cellules et la
formation de biofilm par Pseudomonas aeruginosa. Cela est en accord avec les effets

observés par d’autres auteurs avec d’autres bactéries [6, 7, 31].
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Les résultats cumulés de la prolifération planctonique et de celle de surface permettent
d’observer que 1’ajout d’argent dans les bioverres limite la formation de biofilm a la surface
des biomatériaux. Cette propriété est intéressante pour des matériaux destinés a une utilisation

médicale.

3.3. Tests des bioverres sur la prolifération et la vitalité de cellules eucaryotes MG63

3.3.1. Culture et conditions de croissance

Pour évaluer I’influence de 1’argent sur la prolifération de cellules eucaryotes, une souche
appelée MG63 est utilisée. Cette souche est cancéreuse tout comme les cellules Hela (cf.
page 134). Elles sont de type fibroblaste et ont, comme source, un ostéosarcome détecté chez
un homme il y a plus de 10 ans. Ces cellules ont donc une bonne reproductibilité lors de la

culture et leur activité peut étre représentative de celle des cellules ostéoblastiques humaines.

Dans un premier temps, les pastilles recouvertes de bioverres et les témoins en TCP sont
stérilisés a 180°C pendant une heure. Apres cette étape, ils sont placés dans des plaques de
cultures cellulaires a 24 puits. Les puits sont ensuite remplis avec 900 uL de milieu de culture
MEM (cf. Annexe IV).

Les puits peuvent alors €tre ensemencés avec la solution mere de cellules P3 MG63, en
ajoutant 100 pL par puits. Cela permet d’introduire environ 6000 cellules. Les plaques sont

ensuite mises en culture a la température de 37°C.

Pour permettre d’évaluer la vitalité et la prolifération des cellules MG63, les cultures sont
arrétées apres 3 et 6 jours d’incubation. Pour n’évaluer que les cellules accrochées a la surface

des échantillons, le milieu de culture est remplacé.

e Pour 3 jours de culture, le milieu nutritif est remplacé par 500 uL. de Alamar Blue®
(Trek Diagnostic Systems, Inc).

e Lors d’une culture 6 jours, le milieu est remplacé par 1000 uL de Alamar Blue®.

Le Alamar Blue® est un des noms commerciaux de la résazurine. La résazurine est une

molécule complexe qui est réduite en résorufine par les mitochondries lors de la respiration
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cellulaire. La résazurine est d’une couleur bleue et n’est pas une molécule fluorescente alors
que la résorufine est rose et elle émet un rayonnement de fluorescence. Les mesures de vitalité
cellulaire (cf. page 134) peuvent donc étre déduites de la mesure de ce rayonnement. Les
essais basés sur la résazurine montrent une excellente corrélation avec les essais basés sur la
méthode au formazan (méthode MTT : cf. page 140) tout en étant moins dangereux pour

I’utilisateur et plus faciles a mettre en ceuvre [32].

Apres remplacement du milieu, les échantillons sont incubés pendant deux heures puis deux
prises d’essais de 150 uL sont effectuées pour analyses. Le fluorimetre utilisé est un Twinkle

LB970 (Berthold Technology, GmbH & Co. KG, Bad Wildbad, Germany) réglé a 560 nm.

La prolifération est déterminée par un comptage au microscope optique, sans colorant.

3.3.2. Résultats

La figure II-II-23 présente les résultats de mesure de la vitalité et de la prolifération des
cellules MG63 aprés 3 jours d’incubation a la surface d’échantillons de TCP nus et
d’échantillons de TCP recouverts par des bioverres sol-gel de composition 45S5Q-2A,
45585Q-0,01Ag, 45S5Q-0,1Ag, 45S5Q-0,5Ag et 47Q-2A, 47Q-0,01Ag, 47Q-0,1Ag, 47Q-

0,5Ag. Le nickel est ajouté comme témoin positif.
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Figure II-1I-23 : Vitalité et prolifération a 3 jours.
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En analysant les résultats de la figure II-II-23, il est possible d’établir ou non la toxicité des
surfaces testées vis-a-vis des cellules MG63.

Les échantillons en TCP non recouvert représentent les témoins pour cette étude : leurs
résultats sont donc établis a 100% de vitalité et de prolifération.

Les résultats pour les bioverres sont similaires pour les deux compositions non dopées :
I’apport des deux bioverres 45S5Q-2A et 47Q-2A a la surface des pastilles n’améliore pas la
prolifération des cellules MG63. Au contraire, la vitalité et la prolifération sont dégradées, la
prolifération sur le 45S5Q-2A atteint environ 40% de celle de du TCP non recouvert. Cette

valeur est également atteinte par le 47Q-2A.

Lors du dopage des verres avec de l’argent, plus la concentration augmente, plus la
prolifération et la vitalit¢ diminuent. A partir de 0,1% d’argent dans leur composition, les
bioverres deviennent plus toxiques que le nickel. Les valeurs atteignent 10% de celle du TCP
nu avec un dopage de 0,1% d’argent. La barre d’erreur un peu plus importante signifie qu’un
ou plusieurs échantillons ont présenté des réponses assez ¢loignées 1’une de I’autre. Cela est
peut-étre di a un défaut d’homogénéité du dépdt. Comparés au TCP, les verres non dopés et

les verres dopés ne présentent pas une bonne compatibilité avec les cellules MG63.

Le dopage a 0,5% peut étre considéré comme toxique, 1’étude a 6 jours n’est poursuivie que
sur les échantillons dopés a 0,01% et 0,1%. La figure 1I-11-24 montre les résultats des mesures
de la vitalité et de la prolifération des cellules MG63 apres 6 jours. L’étude concerne des
échantillons de TCP nus et des échantillons de TCP recouverts par des bioverres sol-gel de

composition 4555Q-2A, 45S5Q-0,1Ag, 45S5Q-0,01Ag et 47Q-2A, 47Q-0,1Ag, 47Q-0,01Ag.
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Figure II-11-24 : Vitalité et prolifération a 6 jours.

Les conclusions précédemment apportées sont confortées par les résultats observés a 6 jours
d’incubation, visibles sur la figure II-1I-24. Les pastilles en TCP nues servent toujours de

témoins, avec une vitalité et une prolifération égale a 100%.

Apres 6 jours d’incubation, les cellules n’ont pas mieux survécu au contact des bioverres non
dopés 4555Q-2A et 47Q-2A. La vitalité et la prolifération atteint environ 20% pour les deux
compositions. Les dopages en argent a 0,01% et 0,1% présentent également des valeurs
inférieures a celle rencontrées a 3 jours. Par exemple, la viabilité sur 45S5Q-0,1Ag atteint 5%

a 3 jours et elle atteint 3% a 6 jours.

Tous les dépdts de bioverres réalisées peuvent donc étre considérés comme toxiques pour les
cellules MG63 par rapport au TCP seul. L’ajout d’argent dans les compositions amplifie le

phénomene, en étant aussi toxique que le nickel.

3.3.3. Discussion

Les résultats des essais de vitalités et de proliférations des cellules MG63 a la surface de
pastilles en TCP recouvertes de bioverres n’a pas donné de bons résultats. Les bioverres du
procédé alcoolate, dopés ou non avec un acétate d’argent, sont toxiques pour ces cellules.

Les éléments, relachés par les verres une fois immergés doivent étre analysés pour

comprendre ce qui provoque la toxicité observée. Par exemple, ces éléments pourraient étre
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déterminés a I’aide d’une analyse ICP du milieu d’immersion [33]. Des variations rapides de
pH a la surface des matériaux peuvent également influencer négativement la prolifération des

cellules eucaryotes [34-35].

Cela n’est pas en accord avec les ¢tudes de toxicité déja réalisées (cf. page 151). Cependant,
les conditions d’étude sont différentes : la lignée cellulaire n’est pas la L132 et les bioverres
ne sont pas mis en contact avec les cellules sous forme de poudres.

Pour valider ces résultats, il faudrait reconsidérer 1’étude en utilisant une autre lignée
cellulaire. De plus, certains auteurs ne sont pas convaincus que [’activit¢é des MG63 soit
représentative de celle des cellules ostéoblastiques humaines [36], ce qui encourage a refaire

de nouveaux essais.

La synthese de bioverres sol-gel dopés a plusieurs concentrations d’argent est réalisée avec
succes a I’aide du procédé 2A. La température d’¢élaboration des verres reste identique et la

présence d’argent n’inhibe pas la bioactivité.

Une technique de trempage-retrait par bain de glace a permis de recouvrir des échantillons
macroporeux d’HA et des pastilles de TCP. La bioactivité est conservée lors d’immersion
dans le SBF. Les dépdts mesurent en moyenne 2 um pour une vitesse de trempage retrait de

10 cm par minute.

La réponse biologique des bactéries Pseudomonas aeruginosa et des cellules MG63 est
similaire, 1’argent exerce une toxicité pour tous les dopages. Il a également été remarqué que
les bioverres sans dopage sont toxiques pour les MG63. Si la toxicité observée correspond a
celle recherchée pour les bactéries, elle n’est pas souhaitable dans le cadre des cellules MG63.
Il faudrait donc refaire d’autres tests avec d’autres lignées cellulaires pour confirmer les
résultats, et rechercher les causes de cette toxicité, qui est peut étre due aux modifications de

pH qu’induisent les bioverres au moment de leur réaction avec le milieu.
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L’objectif principal de 1’étude a été accompli. En effet, des bioverres habituellement obtenus
par fusion classique a 1400°C ont été synthétisés par voie sol-gel. Pour y parvenir, le TEOS et
le TEP ont toujours été utilisés comme formateurs de réseau sol-gel. Placés en présence d’eau
et correctement catalysés, ils permettent d’obtenir des gels rapidement. Il s’agit dans tous les
cas de compositions de verres inversés, c'est-a-dire qu’ils contiennent plus d’éléments

modificateurs que d’éléments formateurs.

En utilisant les méthodes sol-gel décrites dans la littérature, ces composés inversés ont
cristallisé intensément durant le séchage des gels en donnant naissance a des poudres de
vitrocéramiques. L’utilisation de précurseurs minéraux comme les chlorures (procédé Cl) et
les nitrates (procédé NOs) ont entrainé des cristallisations de nitrate de calcium et de chlorure
de calcium, mais aussi de NaCl, ce qui montre qu’aucun de ces précurseurs ne semble

convenir.

Le solvant retenu lors de ces manipulations a été le méthanol. Les gels secs formés avec celui-
ci présentent un massif amorphe plus marqué. Il a été montré que le départ d’un alcool
dégrade moins la structure que celui d’un mélange eau-alcool. La dissolution des sels dans un

alcool pur est possible mais plus difficile que dans 1’eau. En effet, I’alcool est moins polaire.

Pour réaliser des compositions de bioverres inversés parfaitement amorphes, il faut donc
augmenter la cohésion entre les éléments modificateurs Ca et Na et les formateurs de réseau.

L’étude de la réactivité des alcoolates de calcium (méthanolate) et de sodium (éthanolate) a
permis d’établir que ces précurseurs sont capables de se transformer rapidement en hydroxyde
de taille moléculaire ce qui permet leur condensation avec les alcoolates formateurs de réseau.
La réalisation de liaisons chimiques entre les modificateurs et les formateurs pendant la
formation du gel diminue alors les risques de cristallisation. Les hydroxydes peuvent aussi
libérer des groupements OH™ par dissolution dans le solvant ce qui catalyse automatiquement

la réaction. Il s’agit du procédé A, comme alcoolate.

Une des compositions réalisée avec ce procédé est un ternaire, le 47T-A. Sa composition en
pourcentage molaire est de 47 % de SiO,, 48 % de CaO et de 5 % de P,Os. Pour ne pas
transformer les gels en vitrocéramiques par saturation du précurseur dans le solvant, la
concentration en verre dans le sol ne doit pas dépasser 1,33M. Apres obtention du verre a

800°C, les résultats de 1’étude in vitro confirment que celui-ci est bioactif a partir de 2h
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d’immersion dans le SBF. L’analyse EDS semble montrer un manque de phosphore, mais ces
résultats doivent étre confirmés par une autre méthode de dosage. En effet, ’EDS est une

méthode semi-quantitative.

L’alcoolate de calcium permet donc de synthétiser le verre ternaire 47T-A. Ce verre qui ne
contient pas de fondant Na,O, se révele difficile, voire impossible a réaliser par voie fusion
avec des fours conventionnels limités a 1600°C. La méthode sol-gel a rendu possible cette

synthese a 800°C.

La composition quaternaire 47Q-A de composition 47% Si0,, 26,5% CaO, 21,5% Na,0O et
5% P,0s5 (% molaire) est également réalisée avec le procédé A, en utilisant des alcoolates de
calcium et de sodium. Un verre n’a pas pu étre obtenu. L’éthanoate de sodium réagit
rapidement avec ’eau, ce qui forme de I’hydroxyde de sodium. Celui-ci se dissout et entraine
une libération importante d’ions OH™ qui accélerent brutalement la gélification. Cette catalyse
basique trop rapide ne laisse pas le temps au sol de s’homogénéiser ce qui donne naissance a
un gel hétérogene. Cela entraine une cristallisation du gel lors du séchage. L’alcoolate de
sodium doit donc étre exclu des manipulations sol-gel mais confirme le principe de la catalyse

basique des sols par la formation d’hydroxyde de sodium.

Il a été possible d’¢élaborer des verres sol-gel quaternaires amorphes, en utilisant un acétate de
sodium et le méthanolate de calcium. Cela correspond au procédé sol-gel 2A, alcoolate et
acétate. Les bioverres dénommés 45S5Q-2A et 47Q-2A, de compositions 46,1% SiO; - 26,9%
CaO - 24,4% Na,O - 2,6% P,0s et 47% SiO, - 26,5% CaO - 21,5% NaO - 5% P,0s

respectivement, sont obtenus avec ce procédé.

Les gels secs sont amorphes de méme que leurs verres apres vieillissement a 400°C. La phase
cristalline, qui apparait au-dela de 450°C, est identique pour le 45S5Q-2A et le 47Q-2A, elle a
été identifiée comme de la Combéite High. Cette phase est régulierement observée dans la
bibliographie traitant de la cristallisation des verres du domaine Si0O,-CaO-Na,O-P,0s
obtenus par fusion. Par le procédé 2A, des monolithes translucides se forment a la
concentration de 1,33 M lors du séchage. Ils se fracturent par la suite, mais un séchage lent
sous atmosphere controlée pourrait limiter ce phénomene de fissurations. Le carbone apporté
par les précurseurs organiques ne s’élimine pas facilement et impose un traitement thermique

d’au moins une journée.
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La vitesse de montée en température du four ne doit pas €tre trop rapide sous peine de
cristalliser le réseau vitreux en formation. Une vitesse de 1°C/min permet la formation d’une
phase amorphe de composition quaternaire a 400°C, la température de stabilisation. La
spectroscopie Infra-Rouge en mode ATR permet d’observer la bioactivité des verres 45S5Q-
2A et 47Q-2A, a partir de 3h d’immersion. Ces deux compositions quaternaires préparées par
voie sol-gel peuvent donc étre qualifiées de bioactives. Il est possible de discerner les trois
étapes citées par L.L. Hench : la formation du gel de silice, la précipitation d’apatite amorphe
et enfin la cristallisation de I’apatite. Les temps d’apparition de 1’apatite carbonatée restent
proches de ceux des verres obtenus par fusion mais la formation du gel de silice est plus

rapide par voie sol-gel.

Une autre voie de synthese des compositions quaternaires a été également proposée, il s’agit
d’utiliser du glycérol comme complexant des ions calcium. Ce procédé, noté G, permet
d’obtenir les verres 47Q-G et 45S5Q-G deés 700°C avec des précurseurs qui sont courants au
laboratoire et peu colteux. Le glycérol n’empéche pas le verre 47Q-G d’étre bioactif par
immersion dans le SBF. Ce complexant semble ralentir la formation du gel de silice et rend
son apparition plus proche de celle observée avec les verres par fusion. Les différents
constituants des verres sont correctement insérés sous forme amorphe et réagissent ensemble
lors du traitement thermique, ce qui provoque la premiere cristallisation de NasCas(Si6013) a
750°C. Cependant, cette phase est déficiente en calcium : une partie est encore piégée dans le
réseau. Celui-ci n’est totalement dégradé qu’a 800°C et la phase cristalline définitive apparait,
du Nay,Ca3SigOe.

La quantité de glycérol restant dans le verre final est importante ce qui lui donne un aspect
noir. Il n’est pas possible de mettre moins de glycérol, car sinon la formation du complexe
n’est pas suffisante et le calcium ne s’inseére pas totalement dans le réseau. Pour utiliser
efficacement une méthode de synthese employant un complexant du calcium, il faut trouver
une molécule présentant une élimination plus facile et formant des complexes avec une bonne

efficacité.

L’autre but de ce travail était de recouvrir des échantillons denses et macroporeux en TCP et
en HA avec les bioverres issus de ces procédés. Pour cela, la technique du trempage retrait a
été utilisée. Un bain de glace a été placé autour du réacteur de synthese au début de la
formation du gel ralentissant les réactions de condensations et allongeant donc fortement le

temps de gélification.

200



Conclusion

11 était nécessaire de vérifier la bioactivité de ces échantillons. C’est pourquoi, les pastilles
denses en TCP ont été recouvertes avec deux couches de bioverre 2A pour ensuite étre
immergées dans du SBF. La réactivité de la surface des échantillons a été observée au MEB a
partir de 3 jours d’immersion sur des pastilles denses. Il faut attendre un peu plus longtemps
avant de voir apparaitre ces cristaux sur les échantillons macroporeux. Sur ceux-ci, la
formation d’hydroxyapatite est visible a 7 jours d’immersion dans le SBF puis cette couche
croit progressivement a 14 jours, pour totalement disparaitre a 16 jours d’immersion. Les
interconnexions restent obstruées pendant 3 jours, limitant les échanges entre le SBF et la
couche de bioverre en dissolution, expliquant le retard observé. Pour équilibrer plus
rapidement le milieu intérieur des macropores avec le SBF, il faut envisager de réaliser des
essais en faisant circuler un flux de SBF au travers des échantillons, ce qui serait plus proche

des conditions rencontrées in-vivo.

Le caractere antibactérien de I’argent a également été testé en dopant les matériaux a I’argent.
11 a été montré que le dopage a partir de 0,01% a 1% (% molaire) des compositions 45S5® et
47Q est possible avec le procédé 2A et I'utilisation d’acétate d’argent. Cependant, pour tous
les gels séchés a 130°C puis pour toutes les températures supérieures, de I’argent métallique
ressort du massif amorphe sur les diffractogrammes. L’argent des dopages n’est donc pas
parfaitement inséré dans la structure amorphe des verres. La phase cristalline, qui apparait au-
dela de la température de cristallisation des verres dopés, est identique a celle des verres non
dopés. 1l s’agit aussi de la Combéite High.

Pour une vitesse de montée en température de 1°C/min, la transition vitreuse du réseau de
tous les verres dopés a été établie a 360°C et celle de cristallisation du réseau a 420°C. La
température d’¢laboration de tous les composés dopés est de 400°C. La spectroscopie Infra-
Rouge en mode ATR a permis de vérifier la bioactivité : tous les verres dopés sont bioactifs a
partir de 3h d’immersion dans le SBF. Comme pour les bioverres non dopés du procédé 2A,
la premiere étape de la réaction de surface des verres, i.e. la formation du gel de silice, est

accélérée par rapport aux verres obtenus par fusion.

Afin de tester le caractere antibactérien des matériaux des essais de proliférations
planctoniques et de formation de biofilm par Pseudomonas aeruginosa ont été réalisés sur des
pastilles en TCP recouvertes et non recouvertes par les bioverres 4555Q-2A, 4555Q-0,01Ag a
4555Q-1Ag et 47Q-2A, 47Q-0,01Ag 2 47Q-1Ag.
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La surface des pastilles en TCP ne semble pas privilégier naturellement I’adhérence ou
I’adhésion des Pseudomonas. En modifiant la surface du TCP, les bioverres non dopés
45S5Q-2A et 47Q-2A semblent favoriser la formation de biofilms en augmentant le contact
entre les bactéries et le matériau. L’ajout d’argent dans ces compositions a permis de diminuer
la formation de biofilms sur la surface des échantillons. Des la concentration minimale de
0,01% d’acétate d’argent, la quantité de biofilms diminue. Les mémes résultats ont été
observés pour le TCP seul. L’ajout d’argent dans les verres permet donc de diminuer

I’adhérence des cellules et la formation de biofilm par Pseudomonas aeruginosa.

Des tests de prolifération réalisés sur les bioverres du procédé 2A, réduits en poudre et mis au
contact la lignée cellulaire L.132, n’ont pas révélé de toxicité. Cependant, des tests de vitalités
et de proliférations des cellules MG63, a la surface de pastilles en TCP recouvertes des
bioverres dopés et non dopés, n’ont pas donné de bons résultats : tous les bioverres sont
toxiques pour ces cellules. Pour valider ces résultats, il serait nécessaire de répéter 1’étude

avec d’autres lignées cellulaires que la lignée MG63.

Les éléments relachés par les verres immergés doivent étre déterminés afin de comprendre ce
qui provoque la toxicité. Pour la suite de 1’étude, une analyse ICP permettrait de déterminer
les éléments présents dans le milieu d’immersion des verres.

Des variations rapides de pH du milieu peuvent réduire la prolifération des cellules

eucaryotes. Des mesures devraient donc étre effectuées pour valider ou non cette hypothese.
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Résumé des bioverres étudiés

Compositions de référence (% molaire) :
o 45S5Q :46,1% Si0O; - 26,9% CaO - 24,4% Na,0 - 2,6% P,05 (45S5® de L.L. Hench)
o 47T :47% SiO; - 48% CaO - 5% P,0s
e 47Q :47% SiO; - 26,5% CaO - 21,5% NayO - 5% P,0s

Fusion classique a 1400°C

4555Q

47Q

Procédé sol-gel 2A
Procédé sol-gel Cl et NO3
(alcoolate et acétate page 84)
(chlorure ou nitrate page 52)
4555Q-2A
47T-Cl
45S55Q-0,01Ag
47Q-Cl
4555Q-0,1A¢g
47T-NO;
4555Q-0,5A¢g
47Q-NO;
4555Q-1Ag
47Q-2A
Procédé sol-gel A
47Q-0,01Ag
(acétate page 62)
47Q-0,1Ag
47T-A
47Q-0,5A¢g
47Q-A
47Q-1Ag

Procédé sol-gel G

(complexant glycérol page 107)

4555Q-G

47Q-G
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Glossaire

ATD : Analyse Thermo Différentielle.

ATG : Analyse Thermo Gravimétrique.

ATR : Attenuated Total Reflection ou réflection totale atténuée.

EDS : Energy Dispersive Spectrometry ou analyse dispersive en énergie.
FTIR : Fourier Transform InfraRed spectroscopy, spectroscopie infrarouge a transformée de
Fourier (spectroscopie IRTF).

HA : HydroxyApatite.

HAC : HydroxyApatite Carbonatée.

MEM : Minimum Essential Medium ou milieu essentiel minimum.
PMMA : Poly(Methyl MethAcrylate) ou poly(méthacrylate de méthyle).
SD : Standard Deviation ou écart-type.

TEOS : Tétra Ethyl Ortho Silicate.

TMOS : Tétra Méthyl Ortho Silicate.

TEP : Tri Ethyl Phosphate.

Tg : Température de transition vitreuse.

Tc : Température de cristallisation.

SBF : Simulated Body Fluid ou fluide physiologique simulé.

SN2 : Substitution Nucléophile d’ordre 2.
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Annexe I : Syntheéses des phosphates de calcium

1. Les phosphates de calcium

Les poudres de phosphate de calcium sont connues et utilisées par I’homme depuis plusieurs
décennies. Cependant, les progrés croissants de la chirurgie réparatrice entrainent une
augmentation de la demande en matériaux pouvant étre implantés dans I’organisme.

Les céramiques de phosphate de calcium [1], en particulier I’hydroxyapatite (HA) et le
triphosphate de calcium (TCP) peuvent imiter 1’os naturel, d’une part grace a une résistance a
la compression au moins similaire voire supérieure a celle rencontrée pour 1’os cortical
(Tableaux A-I-1 et A-I-2) et d’autre part grace a leurs compositions chimiques riches en

calcium et en phosphore.

Résistance ala | Résistance Résistance
Module
Type d’os | compression alaflexion | ala tension (GPa) Porosité (%)
a
(MPa) (MPa) (MPa)
Cortical 130 a 180 1352193 50a151 12218 5al13
Spongieux 4a12 - 1as 0,120,5 30290

Tableau A-I-1 : Propriétés mécaniques du tissu osseux.

Matériaux Résistance a la compression (MPa)
Céramiques denses (HA ou TCP) 52550
Céramiques poreuses (HA) 0,8 a 350
Céramiques poreuses (TCP) 1,5 2300
Composites polymeres-CaP 0,45 a 300
Ciments minéraux 5a80

Tableau A-I-2 : Résistance a la compression de quelques biomatériaux a base de CaP.

Les phosphates de calcium sont un groupe de molécules tres variées dont la synthese
s’effectue en général par la réaction d’un sel de phosphate avec un sel de calcium en voie
seche ou humide. La formation des phosphates de calcium est un procédé simple mais la

réaction entre la bivalence du calcium et les quatre électrons de valence du phosphore donnent
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souvent naissance a des molécules résultant d’un assemblage aléatoire de ces éléments

rendant les phases intermédiaires instables et mal connues [2].

C’est principalement le rapport Ca/P initial qui va permettre d’obtenir un arrangement des
atomes de calcium et de phosphore dans un systeme cristallin stable lors de la formation des

poudres, que ce soit par voie seche ou humide.

De facon générale (figure A-1-1),
- SiCa/P < 1,5 : un mélange de B-TCP et de pyrophosphate de calcium 3 est formé ;
- SiCa/P=1,5:1leB-TCP pur est obtenu ;
- Si1,5<Ca/P<1,67 :un mélange de B-TCP et d’hydroxyapatite steechiométrique est
formé ;
- Si Ca/P = 1,67 : de I’hydroxyapatite pure est obtenue ;

- Si 1,67 > Ca/P : un mélange d’hydroxyapatite steechiométrique et de CaO est formé.

Il faut veiller a utiliser des précurseurs les plus purs afin de conserver un rapport Ca/P le plus

proche de la réalité.

TCP HA
P hosph TCP P TCP + HA pate HA+ CaO
te + +
yrophosphate I I + Ca Rapport Ca/P
1,5 1,67

Figure A-I-1 : Formation des phosphates de calcium en fonction du rapport Ca/P initial.

1.1. L’hydroxyapatite et les apatites steechiométriques

L'hydroxyapatite est une forme naturelle d'apatite de calcium, de formule Cas(PO,4);(OH). Le
groupement hydroxyl OH peut étre aisément substitué par d’autres nucléophiles comme le

fluor, le chlore ou les carbonates, ce qui forme la famille des apatites stcechiométriques.

Les apatites ne présentent pas de propriétés mécaniques exceptionnelles pour le monde
minéral. Le dispositif cristallin est hexagonal et sa dureté est de 5 sur 1'échelle de Mohs. Cette
valeur fait des apatites un matériau plutdt fragile. Leur fracturation donne des fractures

irrégulieres conchoidales. Elles ont une densité plutot faible de 3,16 a 3,22 [3].
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Figure A-I-2 : Dispositif cristallin de ’hydroxyapatite.

Il est possible d’obtenir de I’hydroxyapatite steechiométrique en faisant réagir des quantités
stoechiométriques de calcium et de phosphore, soit 5 atomes de calcium avec 3 atomes de
phosphore (Ca/P = 1,67). Les apatites steechiométriques sont tres stables thermiquement. Par
exemple, la fluoroapatite ne fond qu’a partir de 1644°C. Cependant, des décompositions
peuvent apparaitre a des températures inférieures sous des atmospheres oxydantes. Ainsi, la
fluoroapatite peut étre transformée en hydroxyapatite par chauffage dans un courant de vapeur
d’eau a 1 360°C pendant 48 h [4]. La pureté des précurseurs est essentielle pour préserver la
stoechiométrie mais également afin de ne pas introduire des impuretés pouvant dégrader la

maille cristalline.

Si la steechiométrie est parfaitement préservée, la structure du matériau n’est soumise qu’a des
décompositions réversibles lors du traitement thermique. En effet, 1’hydroxyapatite
commence a perdre de I’eau a partir de 850°C pour donner de I’oxyapatite ; cette
transformation est fortement dépendante des conditions de pression partielle en vapeur d’eau
qui doit étre tres faible. Ensuite, I’oxyapatite se décompose en TCP a environ 1 050 °C (sous
vide). Toutes ces réactions sont théoriquement réversibles si le refroidissement n’est pas trop

brutal (trempe) [5].

Tout écart par rapport a la steechiométrie idéale se traduira par I’apparition d’autres phases

cristallines grace a des mécanismes de décompositions irréversibles.

Par exemple, un 1éger défaut de calcium dans la composition entraine I’apparition d’une phase
de B-TCP dans I’hydroxyapatite (Ca/P < 1,67). Cette réaction de décomposition irréversible
des apatites déficientes en calcium est treés souvent utilisée pour synthétiser des céramiques

biphasiques HA-BTCP [6].
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Il est également possible qu’un exces de calcium soit présent (Ca/P > 1,67) ce qui mene
indubitablement vers la formation de cluster de chaux (CaO) dans I’HA [7]. La présence de
phases de densités et de duretés différentes entraine souvent une fragilisation du matériau

biphasique.

Les apatites stcechiométriques contenant des groupements carbonatés sont les plus instables
des apatites. Durant leur traitement thermique, elles perdent rapidement du CO, et forment
alors des composés de formulation variable et instable qui conduisent a des pyrophosphates.
Les mécanismes de décomposition des apatites sont complexes du fait de la variabilité et de

I’instabilité des molécules.

Les valeurs des produits de solubilité des apatites steechiométriques varient sur de tres grands
domaines mais restent extrémement faibles [8-9] (tableau A-I-3). Les valeurs trouvées dans la
littérature scientifique se réferent a des produits difficilement synthétisables de fagon pure,
d’ou les grandes variations dans les mesures. Ils sont potentiellement contaminés par des ions
de divers éléments qui, méme en faible concentration, se substituent dans la matrice cristalline

en créant des contraintes non négligeables ce qui entraine la variation de la solubilit¢ du

composé.
Solide Composition chimique | Produit de solubilité
Brushite Ca(HPOy), 2H,0 2,59.10 7
Phosphate tricalcique Ca3(POy), 2,83.10 -0
Phosphate d’octacalcium CagH,(POy)g 210%721,01.10™
Hydroxyapatite Cayo(PO4)s(OH), 2,34.10 7 2 6,62.10 '
Fluoroapatite Cayo(PO4)6F> 3,16.10°°26,30.10 "

Tableau A-I-3 : Diverses valeurs de produits de solubilité de quelques phosphates de calcium a
25°C.

La solubilité des apatites est rétrograde, c'est-a-dire qu’apres avoir atteint un maximum vers
16°C, elle diminue lorsque cette température est dépassée.

De plus, la solubilité peut varier fortement en fonction de la composition de la solution
environnante et des phénomenes de surface, qui sont également mal connus.

Toutes les céramiques a base de phosphates de calcium sont solubles a un pH < 4. Dans un

organisme, [’activit¢é immunitaire peut générer un pH trés acide [10] accélérant Ia
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biodégradation de I’implant. Toutefois, la vitesse de dissolution de I’hydroxyapatite
steechiométrique bien cristallisée est trés lente a cause de sa solubilité faible et ce matériau est
souvent considéré comme non résorbable ou faiblement résorbable in vivo alors qu’un
phosphate de calcium non steechiométrique comme le tricalcium phosphate peut se dégrader a

une vitesse plus élevée.

1.2. Le phosphate tricalcique

Le phosphate tricalcique (Ca3(PO,),) ou TCP, se présente principalement sous deux formes
cristallines : a et B-TCP. La phase a-TCP possede une densité de 2,86 et une maille cristalline
monoclinique. La phase B- est plus résistante avec une densité de 3,07 et cristallise dans un
systtme rhomboédrique. La synthese de la phase B-TCP est donc a privilégier pour ses

propriétés mécaniques plus favorables a la réalisation d’implants céramiques.

Ces phases TCP s’obtiennent facilement par voie solide mais également par voie liquide en
mélangeant les sels de calcium et de phosphore avec un rapport Ca/P = 1,5. La voie liquide
permet d’obtenir du TCP amorphe qu’il faut chauffer afin d’obtenir la phase f [11]. Si la
synthése s’effectue par voie solide, un traitement thermique est également nécessaire, afin de

convertir la phase a formée en phase $-TCP [12].

La figure A-I-3 résume les transitions de phases du TCP lors de son passage a hautes

températures.

1756 —

a-TCP

1460 —

o-TCP

125 —
B-TCcP

800 —

TCP amorphe

Figure A-I-3 : Transition de phase du TCP [9].

Le TCP amorphe perd ses molécules d’eau jusqu’a sa cristallisation en a-TCP a 630°C.
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La phase B-TCP s’obtient en chauffant le a-TCP au-dessus de la température de transition a-
B, entre 800°C et 1125°C. Cette derniere température correspond a la température de
transition B-a ou le changement de phase s’effectue a nouveau vers la phase a-TCP.

La phase o-TCP est métastable a température ambiante et facile a obtenir en trempant le TCP

chauffé au-dessus de 1125°C.

Des écarts stoechiométriques sur le rapport Ca/P initial entrainent, comme pour 1’HA,
I’apparition de phases différentes du TCP initial, par I'intermédiaire de réactions de

décompositions irréversibles se produisant entre 900 et 1100°C.

La solubilité du TCP est de ’ordre de 2,83.10™° mol/L pour les deux phases. Le TCP est donc
faiblement soluble, mais bien plus que ’'HA qui ne présente quant a elle qu’un pKy de 60 a
120 suivant les auteurs [8-9]. Sous I’environnement acide d’un organisme vivant, les
céramiques de TCP sont donc résorbables a une vitesse plus élevée que les céramiques

d’apatites stecechiométriques.

2. Synthéses par voie seche

2.1. Calcination

Différentes méthodes de préparation des apatites par voie seche ont été publiées.

Ces méthodes utilisent la calcination a des températures comprises entre 900 et 1 100°C de
réactifs solides de sels de calcium et de phosphore dans des proportions adaptées a la
stoechiométrie finale désirée. Le rapport Ca/P sera ajusté a 1,5 pour obtenir du phosphate
tricalcique et a 1,67 pour favoriser la formation de I’hydroxyapatite parfaitement
stoechiométrique [13].

Tous les sels de phosphate et de calcium qui se décomposent a une température inférieure a

celle de la température de calcination sont utilisables [14].

2.2. Hydrolyse

I1 est possible d’effectuer la synthése d’apatites grace a des réactifs d’origine naturelle.
Les sels de calcium tel que le CaCOj3 réagissent avec 1’eau a des températures supérieures a

900°C pour former de I’apatite, la phase la plus stable thermodynamiquement.
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C’est ainsi qu’il est possible de transformer des coraux naturels en apatites phosphocalciques

tout en conservant la structure poreuse initiale. Ce procédé se nomme le replamineform [15].

Une autre méthode de synthese de 1’hydroxyapatite stoechiométrique (HA) peut étre effectuée
par calcination d’un mélange de carbonate de calcium et de phosphate tricalcique a 1 000°C
sous vapeur d’eau.

Il est également possible d’utiliser d’autres sels de calcium qui se décomposent a la

température de réaction ou en dessous de cette température, comme par exemple les nitrates.

La phase apatitique stoechiométrique est dans tous les cas thermodynamiquement la plus
stable et I’hydrolyse a haute température de sels ayant un rapport Ca/P supérieur ou inférieur
a la steechiométrie idéale conduira a une apatite steechiométrique par des réactions de

dissolution-reprécipitation [16].

C’est ainsi que 1’hydrolyse de phosphates possédant un rapport Ca/P inférieur a celui de
I’apatite s’accompagne d’une augmentation du rapport Ca/P du solide associée a une
acidification du milieu liée a la mise en solution de phosphate de calcium comportant des
especes protonées. Ces phosphates de calcium acides présents dans la solution dotent le
milieu d’un rapport Ca/P inférieur a la phase solide de départ.

Le phénomene est complexe et bien souvent les apatites obtenues sont sous-steechiométriques
car elles contiennent des ions. Pour faciliter la formation d’une apatite plus proche de la

stoechiométrie, la plupart des auteurs travaillent en milieu alcalin.

Pour les phosphates de calcium possédant un rapport Ca/P supérieur a celui de
I’hydroxyapatite, notamment le phosphate tétracalcique, 1’hydrolyse conduit a une diminution
du rapport Ca/P du solide et par conséquent a une solution basique avec un rapport Ca/P

supérieur a celui du solide initial.

3. Syntheéses par voie humide

3.1. Synthese par neutralisation
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I existe une méthode de syntheése qui repose sur la neutralisation d’une solution ou d’une
suspension de Ca(OH); par de 1’acide phosphorique, ce qui entraine la formation de précipités
apatitiques [17].

Cette synthése permet d’obtenir un produit final de grande pureté car il y a absence de contre-
ions dans les précurseurs employés, ce qui ne forme pas de sous-produits. La principale

difficulté est le controle de la réaction.

3.2. Synthese par double décomposition

La synthese par double décomposition est amplement citée dans la littérature pour obtenir des
poudres de phosphate de calcium. La précipitation des poudres a lieu a partir d’une solution
d’un sel de phosphate et d’une solution d’un sel de calcium. Cette méthode offre la possibilité
de jouer sur de nombreux parametres expérimentaux : concentrations des solutions de départ,
addition lente ou rapide de ces solutions, température, pH, durée de la réaction, mais

également le rapport atomique Ca/P dans les réactifs.

C’est majoritairement le rapport Ca/P qui va permettre d’orienter la synthése vers la formation
d’hydroxyapatite ou de phosphate tricalcique. Les conditions opératoires différenciant, les

syntheses des deux poudres sont résumées dans le tableau A-I-4.

Hydroxyapatite (HA) | Phosphate tricalcique (TCP)
Formule Ca9(POy4)(OH), Caz(POy),
Ca/P (réactifs) |1,67 1,50
Température 98°C 30°C
PH pH : Ammoniacal pH:6-6,5
Maturation 1 heure 24 heures

Tableau A-I-4 : Conditions de synthese.

Selon M. Descamps et al. [18-19], la synthese des poudres d’HA et de TCP est réalisée par
précipitation d’une solution désaérée d’hydrogénophosphate d’ammonium (NH4)2HPO4 dans
une solution de nitrate de calcium préparée a partir de Ca(NO3)2,4H20 et de 1’eau distillée
désaérée. La solution contenant les phosphates est ajoutée goutte a goutte a la solution de
calcium dont le pH est controlé par un régulateur. Le tableau A-I-5 résume les produits de

départ employés.
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Fonction Nom du produit Formule Pureté /

du précurseur Concentration

Calcium Nitrate de Calcium Ca(NO3), 99%

Phosphore L’hydrogénophosphate de | (NH4):HPO.) | 99%
diammonium

Catalyseur Ammoniaque NH; 30%

Solvant Eau H,O -

Tableau A-I-5 : Produits de départ.

11 est assez facile d’obtenir des phases apatitiques par précipitation mais la conservation de la
steechiométrie de la phase liquide vers la phase solide n’est pas assurée.

Outre le rapport Ca/P initial, d’autres parametres peuvent modifier la stcechiométrie des
précipités formés. Les parametres les plus importants sont le pH, la température, le temps de
maturation, la maniere d’ajouter les réactifs et les ions étrangers éventuellement présents dans

la solution [20].

C’est pour cela que le mode opératoire de la synthése s’appuie sur plusieurs étapes, qui

permettent de garantir la pureté des poudres finales.

Dans un premier temps, le nitrate de calcium est introduit en totalité dans le réacteur avec la
quantit¢ d’eau nécessaire a sa mise en solution. En effet, la formation d’apatites
stoechiométriques est favorisée lorsque la précipitation est effectuée en présence d’un exces
d’ions calcium en solution. En effet, la saturation du calcium dans la solution réduit les
risques que la phase apatitique puisse admettre d’autres substituants lors de sa cristallisation

[20].

De I’hydrogénophosphate de diammonium, préalablement mis en solution aqueuse, est
introduit a une vitesse de 50 mL/min.

Il est alors nécessaire de chauffer le réacteur [21]. La température minimale est de 30°C dans
le cas d’une synthése de phosphate tricalcique, afin d’augmenter la cinétique de la
précipitation.

La température agit également sur la cinétique de formation du précipité dans le cas de

I’hydroxyapatite, mais agit aussi la steechiométrie et la cristallinité. Les températures élevées
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(supérieures a 80°C) favorisent la formation d’hydroxyapatites stcechiométriques et bien

cristallisées.

Le pH du réacteur est important car les phosphates de calcium obtenus a des pH acides
contiennent généralement des proportions importantes d’ions et présentent des cristaux avec
des lacunes en ions calcium et hydroxyde.

Maintenir un pH légerement acide (6 — 6,5) est nécessaire dans le cas de la synthese de
phosphate tricalcique afin de stabiliser cette phase en évitant sa transformation en apatite. Le
phosphate tricalcique présente un déficit en calcium par rapport a I’hydroxyapatite qui est
ainsi maintenu grace a un pH acide [22].

L’hydroxyapatite stoechiométrique est par contre toujours obtenue en milieu basique afin

d’éviter les lacunes en ions conduisant a une sous-steechiomeétrie.

L’étape suivante est la maturation ou le réacteur est laissé a la température de synthese et sous
agitation constante.

La durée de vieillissement en solution est importante car les sursaturations élevées dans le
milieu ainsi que les vitesses de précipitation importante accroissent la formation
d’intermédiaires instables qui sont de natures cristallisés ou amorphes [23].

Il faut alors attendre que ces intermédiaires se stabilisent sous forme de phosphate tricalcique
ou d’hydroxyapatite. Ce délai de stabilisation, appelé maturation, dépend aussi de la

température de réaction et du pH.

Les précipités d’hydroxyapatite ou de phosphate tricalcique sont alors filtrés de la solution par
aspiration sous Biichner. Les amas de poudres sont rincés a 1’éthanol et mis dans une étuve a

80°C pour séchage pendant 24h.

Les étapes finales de la synthése sont la stabilisation thermique suivie d’un broyage en jarre.

Lors de I’étape de stabilisation, la poudre séchée est grossierement broyée et placée dans des
creusets en alumine. On traite alors thermiquement ceux-ci dans un four a 900°C pendant 15h
ce qui permet d’éliminer efficacement les nitrates présents lors de la synthese. Dans le cas du
phosphate tri-calcique, on effectue également la transition de phase de la phase a-TCP vers la

phase B-TCP a cette température.
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A la suite de ce traitement thermique, la poudre est placée dans des jarres de broyage dotées
de billes d’agate, avec un peu d’eau. Le temps de broyage dépendra de la granulométrie finale
voulue. Apres une derniere filtration de la barbotine sous Biichner, la poudre résultante est

séchée a 1’étuve pour 24h a 80°C.

Ce procédé de synthése permet d’obtenir apres calcination a 900°C du phosphate tricalcique

et de I’hydroxyapatite pur.
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Annexe II : Techniques de mises en forme des poudres de biocéramiques

1. Réalisation de massifs par coulage d’une barbotine en moule de platre

La réalisation d’une barbotine avec des poudres de phosphates de calcium permet

1’¢laboration de massifs de formes tres variées pour une simplicité de mise en ceuvre.

1.1. Constituants de la barbotine

Il est courant de réaliser une barbotine a 65% de matiere seche qui n’implique pas un retrait
trop important lors du séchage. Le solvant utilisé est traditionnellement I’eau, bien que des

solvants organiques puissent tre utilisés afin de réduire le temps de séchage [1].

Afin d’optimiser la dispersion de la poudre dans le solvant, il est nécessaire d’utiliser un
dispersant. Le dispersant permet d’éviter les amas de poudre dans la suspension. Il permet
d’éviter que les particules de céramiques se rencontrent et se lient entre elles.

Les phénomenes mis en jeu pour I’action du dispersant dépendent a la fois de la poudre et du
solvant [2]. Deux modeles sont proposés pour expliquer le mécanisme de dispersion d’une
poudre dans son solvant [3-6]:

Si la barbotine est faiblement chargée en poudre, le modele de répulsion est électrostatique.
Le dispersant est inutile : les forces électrostatiques présentes entre les grains sont des forces
répulsives qui résultent de l'interaction des couches périphériques s et p des atomes. Lorsque
deux particules se rapprochent, les couches se repoussent ce qui stabilise la suspension de
facon naturelle.

Dans le cas présent, la barbotine est fortement chargée en poudre. Le modele de répulsion
utilis¢ devient le modele de ’encombrement stérique. La stabilisation stérique résulte de
I’addition dans la barbotine du dispersant. Le dispersant est une macromolécule organique qui
va €tre adsorbée a la surface des grains de la céramique et qui va alors former un écran de

protection contre les contacts et donc éviter la formation d’amas.

Les produits de départ utilisés pour préparer les barbotines sont résumés dans le tableau A-II-

1.
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Fonction du Nom du
) Remarques
précurseur produit

65% de la
Matiere seche HA / TCP
masse finale

' Nom
Dispersant Darvan-C )
commercial

Solvant Eau

Tableau A-II-1 : Produits de départ

1.2. Préparation de la barbotine et coulage

La préparation de la barbotine s’effectue en plusieurs étapes qui comprennent en autre, la
pesée d’une masse de poudre d’hydroxyapatite égale a 65% de la masse de barbotine voulue
dans une jarre de broyage dotée de billes d’agate. L’ajout du dispersant est suivi par 1’addition
dans la jarre d’une masse d’eau complémentaire au 65% de matiere seche.

La quantité¢ de dispersant qu’il est nécessaire d’introduire dépend de la masse de poudre
utilisée mais également de la finesse de celle-ci. En effet, une granulométrie peu élevée
entraine une surface spécifique plus importante a mouiller par le solvant, d’ou la nécessité
d’utiliser plus de dispersant.

La jarre est ensuite placée 1h dans un broyeur planétaire tournant a 200 tours/min. Une fois ce

temps écoulé, la barbotine est préte a étre coulée dans des moules.

Le coulage s’effectue dans des moules de platre de forme et hauteur voulues qui ont la
capacité d’absorber le surplus d’eau de la surface du massif lors du séchage. Ce phénomene
permet la formation d’une interface de contact assurant un séchage sans fracturation.

Le séchage des massifs s’effectue a 1’air libre pendant 48h.
La densification des massifs s’effectue dans un four électrique a la température 1100°C
pendant 3h pour le phosphate tricalcique et a 1250°C pour I’hydroxyapatite qui est plus stable

thermiquement.

2. Réalisation de pastilles denses par coulage en bande
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Le coulage de barbotine d’hydroxyapatite ou bien de phosphate tricalcique est également
possible par une autre technique de mise en forme par voie liquide : le coulage en bande de la

barbotine, la bande étant une surface longue et plane (figure A-II-1).

- . sabot
film plastique >

suspension

bande crue

support

Figure A-II-1 : Schéma de principe du montage utilisé pour le coulage en bande.

L’étalement de la barbotine sur la bande est obtenu par un mouvement de la bande ou du
réservoir contenant la suspension (appelé également sabot). Les deux types de configuration
existent :

- les montages a coulage continu, la bande est mobile et le sabot fixe. C’est le type de
montage le plus fréquent. Le coulage peut s’effectuer en continu si on dispose d’une
bande assez longue et d’un sabot de bonne capacité, ce qui en fait une technique
appréciée dans I’industrie.

- les montages a coulage discontinu : le sabot se déplace sur le support fixe.

Le réservoir est muni d’un couteau qui lamine la barbotine lors de son écoulement ce qui
permet a la bande déposée de présenter une épaisseur uniforme sur toute sa longueur. Le

réglage de la hauteur du couteau détermine 1'épaisseur de la bande [7].

2.1. Constituants de la barbotine

La barbotine utilisée pour le coulage en bande contient, en plus de la poudre de céramique et
de son solvant, plusieurs additifs permettant d’adapter la barbotine au procédé de coulage,
comme des dispersants, liants et plastifiants. La quantité d’additifs a ajouter dépendra des
caractéristiques granulaires de la poudre, afin que la rhéologie de la barbotine soit adaptée au

coulage en bande qui doit étre idéalement rhéofluidifiant [7-8].

La gamme de granularit¢ de la poudre dépend évidemment de l'application. La taille des

grains doit cependant étre faible et il ne doit pas y avoir d’agglomérats.
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La surface spécifique ne doit cependant pas €tre trop élevée : plus la surface devient grande et
plus la quantit¢ d’additifs a utiliser pour stabiliser la barbotine est importante. Les additifs
comme les dispersants et liants, par exemple, sont souvent des molécules organiques
polymeres qui devront ensuite €tre éliminées, en laissant des résidus néfastes pour les
propriétés finales des massifs. Il faut donc veiller a en employer le moins possible. Dans le
méme ordre d’idée, une répartition multimodale de la taille des grains est préférable a une

répartition monomodale car elle nécessite une teneur plus faible en constituants organiques.

Le solvant est un constituant essentiel, qui ne doit avoir aucune réactivité vis-a-vis de la
poudre de céramique utilisée et qui assure la solubilité des différents constituants organiques.
11 participe également a la dispersion de la poudre par effet électrostatique.

Il doit étre inerte vis a vis de la poudre. Le milieu aqueux présente de faibles vitesses
d'évaporation et n’est donc pas beaucoup employé dans 1’industrie, contrairement aux

solvants organiques.

Le second constituant est le dispersant. La dispersion, ou défloculation des poudres, est
fondamental dans le procédé de coulage en bande. Tout comme pour le procédé de coulage en
moule de platre, la formation d’amas de poudre dans la barbotine est évitée par addition de

macromolécules s’adsorbant sur les grains céramiques.

Le troisieme additif constituant la barbotine est le liant. Le liant est une longue molécule
organique qui s'adsorbe a chacune de ses extrémités a la surface des grains de la céramique.
Ce phénomene crée des ponts qui permettent l'€dification d'un squelette renforcant les
propriétés mécaniques de la bande une fois coulée. Le liant parfait doit étre inerte vis-a-vis
des autres constituants de la barbotine et étre efficace a de faibles concentrations afin que sa

pyrolyse ne laisse pas trop d’éléments carbonés dans la céramique finale.

Le liant permet également de modifier la rhéologie de la barbotine afin qu’elle soit la plus
proche possible du comportement rhéologique idéal lors du coulage en bande : le
comportement rhéologique rhéofluidifiant. Les fluides rhéofluidifiants sont les plus adaptés
car leur viscosité diminue avec le gradient de vitesse. Au repos, la viscosité élevée de la
barbotine évite la sédimentation des particules durant les différentes étapes d’élaboration.

Lors du coulage, la fluidité¢ augmente, ce qui permet d’obtenir une bande homogene. Apres la
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coulée, la viscosité reprend sa valeur initiale ce qui évite cette fois ci la sédimentation dans

I’épaisseur de la bande.

Le plastifiant est le dernier additif organique indispensable pour 1’¢laboration d’une barbotine
de coulage en bande. Il donne a la bande crue la flexibilité nécessaire a sa manipulation en
rompant certaines liaisons fortes entre les particules. Il modére ainsi I’action du liant en
évitant les fissurations. Les plastifiants utilisés sont les glycols comme le polyéthyléne glycol
(PEG) de faible masse molaire (typiquement 300 g.mol™) et les phthalates, comme le
dibutylphthalate (DBP) [3].

2.2. Préparation de la barbotine et coulage

La préparation d’une suspension de coulage est réalisée en trois étapes bien distinctes [8].

La premiere étape est un broyage qui concerne uniquement la poudre, cette opération consiste
a désagglomérer la poudre et a lui donner la granulométrie adaptée au coulage.

La deuxieme étape permet d’effectuer le mélange entre la poudre, le solvant et le dispersant.
La dispersion est effectuée de facon plus efficace dans un milieu peu visqueux ou il n’y pas
encore une grande concentration de produits organiques. Dissoudre préalablement le
dispersant sans le liant permet également d’éviter les compétitions ultérieures d’adsorption
entre le dispersant et le liant a la surface des particules. Il y aurait alors évolution des
propriétés rhéologiques de la suspension dans le temps (vieillissement), ce qui n’est pas
souhaitable [2, 3, 8].

La troisieme étape permet de dissoudre correctement les additifs manquants et
d’homogénéiser I’ensemble. Cette derniere étape de mélange est effectuée de fagon plus
délicate que la précédente afin de ne pas détériorer les longues chaines fragiles du liant

comme lors d’un broyage trop intense.

La suspension est ensuite désaérée sous vide d’air avant coulage, ceci afin d’éviter par la suite

la formation de bulles sur la bande.

Afin d’obtenir des pastilles, il suffit de percer la bande coulée a I’emporte-piece. Apres
séchage, les pastilles sont récupérées et subissent un traitement thermique avec un palier a
basse température qui permet 1’¢limination des additifs organiques. Cette opération serait

également réalisable grace a un déliantage de la bande par un fluide supercritique.
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Le traitement se poursuit a haute température afin de densifier le massif céramique. La figure

A-II-2 résume le procédé de coulage en bande.

Poudre minérale

[
Traitements préalables (calcination. broyage. tamisage)

Solvant Dispersant

Malaxage-Dispersion

Liant Plastifiant

Malaxage-Homogénéisation

Coulage et évaporation du solvant

I
Elimination des produits organiques

[

Frittage

Figure A-II-2 : Procédé de coulage en bande.
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Annexe III : Procédés de dépots sol-gel

1. Le trempage-retrait (dip-coating)

Le trempage retrait [1-2] est I’'une des techniques de recouvrement sol-gel la plus utilisée. Un
schéma de ce procédé est visible sur la figure A-III-1, et une photographie de dispositif de

trempage-retrait sur la figure A-111-2.

Figure A-III-1 : Principe du trempage-retrait. Figure A-III-2 : Dispositif
de trempage retrait.
Comme le montre ces figures, les substrats sont immergés dans le sol verticalement (1). Une
fois I’échantillon complétement recouvert, les échantillons sont lentement extraits du sol a une
vitesse controlée (2). La gélification se produit alors a la surface du substrat ce qui forme un
dépot. L’épaisseur déposée est inversement proportionnelle a la vitesse, un dépot épais est

donc réalisé avec une vitesse faible (3).

En jouant sur la viscosité¢ et la vitesse de retrait, cette technique permet d’obtenir avec
précision des dépdts de qualité ayant des épaisseurs allant de S0nm a 2um. Les avantages de
cette technique sont :
- la possibilité¢ de recouvrir simultanément les 2 faces, mais un masquage d’une des
faces rend possible un recouvrement monoface.

- la perte de gel est minime.

2. La centrifugation (spin-coating)

Le principe de la centrifugation est indiqué sur la figure A-III-3 [3-4] :
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- une goutte de gel est déposée au centre d’une piece fixée sur un support horizontal
rotatif (1),

- la vitesse de rotation, de I’ordre de 3000 tr/min, étale le gel par centrifugation jusqu’a
I’obtention d’un film uniforme (2),

- I’épaisseur du film est inversement proportionnelle & la vitesse de rotation mais
dépend aussi des propriétés de viscosité du gel (3),

- le séchage du gel s’effectue rapidement et I’échantillon peut étre remplacé par un autre

.

\
TN

Figure A-III-3 : Principe de la centrifugation sol-gel.

L’application du gel est mono-face, mais cette technique permet un recouvrement maitrisé des
couches minces en utilisant des quantités de gel faibles. La figure A-III-4 montre un exemple

de centrifugeur ou spin-coater.

Figure A-III-4 : Spin-coater.
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Annexe IV : Composition du MEM

Minimum Essential Medium (MEM)

Composants Masse | Concentration | Concentration
molaire (mg/L) (mM)
Sels inorganiques

chlorure de calcium Anhydre (CaCl,) 111 200,00 1,80

chlorure de potassium (KCl) 75 400,00 5,30
sulfate de magnesium (MgSQO,) 120 97,67 0,814
chlorure de sodium (NaCl) 58 6800,00 117,24
bicarbonate de sodium (NaHCO53) 84 2200,00 26,20

phosphate de sodium hydraté (NaH,PO;- 138 140,00 1,01

H,0)
Autres composants

D-Glucose 180 1000,00 5,55

rouge de phénol 398 10,00 0,0251
Acides aminés

L-Arginine - HCI 211 126,00 0,600
L-Cystine-2 HCI 313 31,00 0,100
L-Glutamine 146 292,00 2,000
L-Histidine — HCI - H,O 210 42,00 0,200
L-Isoleucine 131 52,00 0,400
L-Leucine 131 52,00 0,400
L-Lysine-HCI 183 73,00 0,397
L-Methionine 149 15,00 0,101
L-Phenylalanine 165 32,00 0,194
L-Threonine 119 48,00 0,403
L-Tryptophane 204 10,00 0,049
L-Tyrosine - 2Na - 2H,0 261 52,00 0,199
L-Valine 117 46,00 0,393

Vitamines

D-Ca Pantothenate 477 1,00 0,002
chlorure de choline 140 1,00 0,0071
acide folique 441 1,00 0,0022
i-Inositol 180 2,00 0,0111
niacinamide 122 1,00 0,0081

pyridoxal HCI 2041,00 0,0049

riboflavine 376 0,10 0,0002
thiamine HCI 337 1,00 0,0029
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Annexe V : Notice constructeur des tests de quantifications des biofilms bactériens
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Les bioverres du systeme quaternaire SiO,-Ca0O-Na,0-P,0s obtenus par fusion doivent étre coulés a 1400°C, ce qui
ne permet pas la mise en forme de matériaux complexes comme par exemple des composites macroporeux en
biocéramiques (HA et TCP) recouverts d’une couche uniforme de bioverre. Pour contourner cette limitation, la voie
sol-gel a été utilisée dans cette étude. Le but principal a été de synthétiser par le procédé sol-gel, deux compositions
quaternaires du systeme SiO,-Ca0O-Na,0-P,0s habituellement obtenues par fusion. Il s’agit des compositions 45S5®
de L.L. Hench et 47Q de C. Duée. Ces verres sont inversés, c’est a dire qu’ils contiennent plus d’éléments
modificateurs (calcium et sodium) que d’éléments formateurs (silicium et phosphore). Pour la synthese sol-gel, du
TEOS (TétraEthylOrthoSilicate) et du TEP (TriEthylPhosphate) ont été utilisés pour introduire les formateurs. En
utilisant des précurseurs minéraux pour le calcium et le sodium, il existe des difficultés a maintenir le gel amorphe
lors de son séchage. En effet, les précurseurs minéraux sont le siege de mécanismes de dissolution-précipitation liés
entre autres aux solvants choisis, a la nature et a la concentration des anions dans le milieu. L’étude s’est donc
orientée vers I’utilisation d’autres précurseurs des modificateurs afin de limiter la part des anions qui contribuent au
phénomene de précipitation non souhaité. Deux procédés de syntheése originaux ont été alors mis au point avec des
précurseurs alcoolates, acétates et du glycérol. Avec ces procédés, la nature amorphe des composés a été confirmée
et leurs caractéristiques thermiques ont été ensuite étudiées. Tous les verres sol-gel réalisés sont bioactifs.

Les compositions de base, 45S5® et 47Q, ont été ensuite dopées avec de ’argent afin de doter les bioverres d’une
action antibactérienne. Des cellules L132 ont été utilisées pour évaluer la toxicité des poudres des deux procédés sol-
gel. Le procédé le moins toxique a été conservé pour la suite de 1’étude. Les bioverres dopés et non dopés ont été
alors déposés a la surface d’échantillons plats et macroporeux en HA et TCP par une technique de trempage-retrait.
Des tests de prolifération et de formation de biofilms par Pseudomonas aeruginosa ont été réalisés sur des pastilles
de TCP recouvertes et ont mis en évidence un effet toxique des dépdts contenant de I’argent. Des mesures de
prolifération et de vitalité sur des cellules humaines MG63 ont été également réalisées et ont permis d’observer
également un effet toxique. Cet effet n’est pas souhaitable dans ce cas car il affecte la biocompatibilité de I’implant.
Il devrait cependant étre confirmé par d’autres tests réalisés avec d’autres lignées cellulaires.

Mots-clés :

Verres bioactifs, bioverres, bioactivité, sol-gel, alcoolates, acétates, spectroscopie Infra-Rouge, diffractions des
rayons X, analyses thermiques, trempage-retrait, hydroxyapatite, phosphate tricalcique, biofilms, prolifération,
vitalité.

Bioglasses of quaternary system SiO,-Na,O-CaO-P,0s obtained by melting are cast at 1400 ° C, which does not
allow the shape of complex materials, for example macroporous bioceramics composites (HA and TCP) coated with
an uniform layer of bioglass. To overcome this limitation, the sol-gel process has been used in this study. The aim
has been to synthesize by sol-gel process, two quaternary compositions usually obtained by melting in the SiO,-
Ca0-Na,0-P,0;5 system. These are two compositions : 45S5® of L.L. Hench and 47Q made by C. Duée. These
glasses are reversed, ie they contain more modifiers elements (calcium and sodium) as formers elements (silicon and
phosphorus). For the sol-gel synthesis, TEOS (TetraEthylOrthoSilicate) and TEP (TriEthylPhosphate) have been
used to introduce the formers. When minerals precursors are used for calcium and sodium, there are difficulties to
maintain amorphous the gel during its drying. Indeed, minerals precursors have some dissolution-precipitation
mechanisms linked to the selected solvents and the nature and concentration of anions in the medium. The use of
other modifiers precursors has been made in the study to limit the proportion of anions contributing to the undesired
precipitation phenomenon. Two original synthesis methods have been developed with alkoxide precursors, acetates
and glycerol. With these processes, the amorphous nature of the compounds has been confirmed and their thermal
characteristics have been studied. All sol-gel glasses are bioactives.

The compositions, 45S5® and 47Q, have been doped with silver to add an antibacterial action to the bioglasses.
L132 cells have been used to test the toxicity on the powders of the two sol-gel processes. The least toxic process is
has been retained for the other tests. Doped and undoped bioglasses have been coated on the surface of flat and
macroporous samples of HA and TCP by a dip-coating technique. Proliferation tests and biofilms formation by
Pseudomonas aeruginosa have been made on coated TCP and show toxic effects of silver. Proliferation and vitality
tests have been also made on MG63 human cells and have allowed to observe a toxic effect. This effect is not
suitable in this case because it affects the biocompatibility of the implant. It would, however, be confirmed by other
tests with other cell lines.

Keywords :
Bioactive glasses, bioglasses, bioactivity, sol-gel, alkoxides, acetates, Infrared spectroscopy, X-ray diffraction,
thermal analysis, dip coating, hydroxyapatite, tricalcium phosphate, biofilms, proliferation vitality.
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